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Implicación de dehidrinas, taumatinas y factores de transcripción CBF/DREBs y WRKYs 
en la respuesta de uva de mesa (Vitis vinifera L. cv. Autumn Royal) a bajas temperaturas y 
elevadas concentraciones de CO2 
Dentro del desarrollo de tecnologías no contaminantes que garanticen la calidad postcosecha de 
uva de mesa, la aplicación de tratamientos coadyuvantes a las bajas temperaturas con altos niveles de CO2 
se plantean como una alternativa eficaz al reducir las pérdidas de agua y el ataque fúngico. Hasta el 
momento, se ha verificado que pretratamientos cortos (3 días) con altas concentraciones de CO2 (20%) 
aplicados al cultivar Cardinal, uva tinta con semillas y de maduración temprana, reducían significativamente 
la incidencia de podredumbre, las pérdidas de peso y el marchitamiento del raquis después de 33 días a 0 
ºC. El objetivo general de este trabajo ha sido establecer las bases fisiológicas y moleculares implicadas en 
la respuesta de uva de mesa cv. Autumn Royal, apirena y de maduración tardía, a las bajas temperaturas y 
el mecanismo de tolerancia activado por la aplicación de tratamientos cortos con altos niveles de CO2. Este 
objetivo general se ha desarrollado según los siguientes objetivos específicos: 1) Análisis de la efectividad 
de tratamientos con 20% de CO2 durante 3 días aplicados al inicio y a los 13 días de conservación a 0 ºC 
en uva de mesa, mediante la evaluación de diferentes parámetros de calidad, estructurales y metabólicos; 
2) Estudio del patrón de expresión de genes y proteínas dehidrinas y taumatinas en uva de mesa y su 
implicación en los mecanismos de tolerancia a bajas temperaturas y alteraciones fúngicas activados por los 
tratamientos gaseosos. Así como llevar a cabo la caracterización funcional in vitro de dehidrinas 
recombinantes; 3) Identificación de factores de transcripción CBF/DREBs y WRKYs y análisis de la 
modulación de su expresión por bajas temperaturas y altos niveles de CO2. Estudio de su implicación en 
la regulación transcripcional de dehidrinas y proteínas relacionadas con la patogénesis (PRs).  
Nuestros resultados mostraron un mantenimiento de la calidad de los racimos de Autumn Royal 
tratados con CO2, especialmente en aquellos doblemente tratados retrasando la senescencia del raquis, 
disminuyendo la caída de granos y la incidencia de podredumbre, así como manteniendo el estado hídrico. 
El análisis estructural permitió observar una mayor compactación del exocarpio en los frutos tratados, así 
como el mantenimiento de la integridad de los orgánulos celulares, cuya pérdida es sintomática de 
senescencia celular. Entre ellos destacaron la prevención de la condensación de la cromatina y la 
conservación de la integridad de las membranas de cloroplastos y mitocondrias, altamente susceptibles al 
daño oxidativo inducido por las bajas temperaturas, que se vieron seriamente afectados en los frutos no 
tratados. La evaluación del estado oxidativo de los tejidos confirmó que la aplicación de los tratamientos 
gaseosos disminuyó el grado de peroxidación lipídica y el contenido de peróxido de hidrógeno. 
Paralelamente a la disminución del estrés oxidativo se registró un incremento en la concentración de 
solutos osmocompatibles tales como trehalosa, Gicina betaína, prolina y ácido ɣ-aminobutírico 
relacionados con la regulación del equilibrio de especies reactivas de oxígeno durante la conservación a 
bajas temperaturas.  
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Los estudios de inmunolocalización permitieron constatar la asociación de proteínas dehidrina 
(DHN) con las membranas celulares de tejidos de la baya. La mayor tasa de acumulación de distintas 
isoformas DHN por la combinación de bajas temperaturas y altos niveles de CO2 podría indicar que este 
tratamiento juega un importante papel en la modulación de los procesos relacionados con la retención del 
agua celular en frutos, teniendo en cuenta, además, que la segunda exposición de los racimos a altos niveles 
de CO2 potenció la acumulación de DHNs. Sin embargo, los estudios de expresión génica mostraron que 
la inducción mediada por los tratamientos con CO2 afectó principalmente a las formas unspliced de 
VviDHNs. La caracterización funcional in vitro de VviDHN2 y VviDHN4, mostró que ambas proteínas 
recombinantes presentaban actividad antifúngica, mientras que solo VviDHN4 presentó un carácter 
multifuncional protegiendo de la desnaturalización a proteínas y del daño oxidativo a otros componentes 
celulares, además de presentar actividad anticongelante.  
Con el fin de estudiar el papel de los factores de transcripción CBF/DREBs en la regulación 
transcripcional de DHNs se llevó a cabo el aislamiento y la caracterización de tres VviDREBA1s de 
Autumn Royal, cuyos análisis de expresión presentaron una modulación diferencial por la aplicación de 
altos niveles de CO2 que fue tejido dependiente. Además, se han mostrado evidencias de que 
VviDREBA1-1 es el único factor de transcripción analizado de esta familia que presenta capacidad de 
unión in vitro al elemento CRT (GCCGAC) de la región promotora de VviDHN2.  
El estudio de los miembros de la familia PR-5 identificó dos isoformas, VviTL1 y VviOsmo, 
localizadas principalmente en pared celular y vacuolas. Nuestros resultados mostraron un marcado efecto 
del binomio bajas temperaturas-CO2 sobre el incremento de acumulación de VviOsmo en la pulpa, reflejo 
de la inducción de VviOsmo en este tejido, además de la regulación por bajas temperaturas de VviTL1 y 
VviOsmo en el raquis. El análisis transcriptómico de otras dos PRs, β-1,3-glucanasa (Vcgns1) y quitinasa 
(Vcchit1b), permitió determinar que ambos genes estaban regulados por altos niveles de CO2 y bajas 
temperaturas. El análisis de los promotores de las distintas PRs mostró la presencia de la caja W de unión 
de los factores de transcripción WRKY, en el promotor de VviTL1, Vcgns1 y Vcchit1b.  
El aislamiento y caracterización de 15 VviWRKYs de Autumn Royal manifestó que la aplicación 
del pretratamiento gaseoso activó la expresión de VviWRKYs dependiendo del tejido, siendo en la pulpa 
donde más se indujeron. Los resultados de afinidad cis/trans mostraron que mientras que VviWRKY14 
presentó afinidad por las cajas W de los promotores de las tres PRs, VviWRKY42 s solo presentó afinidad 
específica con la caja W del promotor de Vcgns1. 
Nuestros resultados permiten concluir que la doble exposición de los racimos a altos niveles de 
CO2 es eficaz en el mantenimiento de la calidad postcosecha de uva Autumn Royal, a través de la regulación 
de la expresión de proteínas DHNs y PRs, así como de la acumulación de solutos osmoprotectores eficaces 
en el mantenimiento de la homeostasis celular durante la conservación a bajas temperaturas.  
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Involvement of dehydrins, thaumatins and CBF/DREBs and WRKYs transcription factors 
in the response of table grape (Vitis vinifera L. cv. Autumn Royal) at low temperatures and high 
CO2 concentrations 
Within the development of clean technologies to maintain table grapes quality, the application of 
high CO2 levels as coadjuvant treatments to low temperature storage is an effective alternative to reduce 
water losses and fungal decay. In previous studies, it has been verified that short-term high CO2 levels 
(20% for 3 days) applied to Cardinal cultivar, early-maturing red table grapes with seeds, reduced markedly 
total decay, weight loss and rachis browning after 33 days at 0 ºC. The main objective of the present study 
focused on the study of physiological and molecular bases implicated in the response to late-maturing 
seedless table grapes cv. Autumn Royal, to low temperature storage and the mechanism of tolerance 
activated by the application of short-term high CO2 levels. The following specific objectives were carried 
out: 1) Analysis of the gaseous treatment effectiveness (20% for 3 days) applied at the beginning and after 
13th of storage at 0 ºC in table grapes, by the evaluation of different quality, structural and metabolic 
parameters; 2) Study of gene expression pattern and dehydrin and thaumatin proteins accumulation and 
their implication on the mechanism of tolerance to low temperature and fungal attack activated by high 
CO2 levels. Functional characterization in vitro of recombinant dehydrins; 3) Identification of CBF/DREBs 
and WRKYs transcription factors and analysis of their gene expression modulation by low temperature 
and high CO2 levels. Role of these transcription factors on the transcriptional regulation of dehydrins and 
pathogenesis related (PRs) proteins.  
Our results showed that the application of high CO2 levels maintain the quality of Autumn Royal 
bunches, especially in those with a second gaseous treatment, delaying rachis browning, reducing fruit 
abscission and total decay, and maintaining the water status. The structural analysis showed that the 
exocarp was more compacted in CO2-treated table grapes and that the cellular organelles integrity was 
maintained, being the loss of this integrity a symptom of cellular senescence. Among these cellular 
organelles, it is important to point out the prevention of chromatin condensation and the preservation of 
mitochondrial and chloroplast membrane integrity, highly susceptible to the oxidative stress induced by 
low temperature, which were affected in non-treated fruit.  
The analysis of the table grapes oxidative status confirmed that the application of gaseous 
treatments decreased the lipid peroxidation degree as well as the content of hydrogen peroxide. Together 
with the reduction of the oxidative stress there was denoted an increase in the concentration of 
osmocompatible solutes such as trehalose, glycine betaine, proline and ɣ- aminobutyric acid related to the 
regulation of the equilibrium of reactive oxygen species during the storage at low temperatures. 
Resumen/Abstract 
XVI 
 
The immunolocalization analyses showed the association of dehydrin proteins (DHNs) with the 
cell membranes of berry tissues. The higher accumulation rate of different DHN isoforms due to the 
combination of low temperatures and high CO2 levels could indicate that this treatment plays an important 
role in the modulation of the processes related to the cellular water retention in fruits, taking into account 
that the second gaseous treatment enhanced the accumulation of DHNs. However, gene expression 
studies showed that induction mediated by CO2 treatments mainly affected the VviDHNs unspliced forms. 
The in vitro functional characterization of VviDHN2 and VviDHN4 showed that both recombinant 
proteins presented antifungal activity, whereas only VviDHN4 showed a multifunctional character 
avoiding denaturation of proteins and protecting from oxidative damage to other cellular components, 
besides presenting antifreeze activity. 
In order to study the role of CBF/DREBs transcription factors in the transcriptional regulation of 
DHNs, the isolation and characterization of three Autumn Royal VviDREBA1s were carried out. 
Expression analyzes showed that the differential modulation by the application of high levels of CO2 was 
tissue dependent. In addition, it was showed that VviDREBA1-1 is the only transcription factor analyzed 
from this family that was able to bind in vitro to the CRT element (GCCGAC) presented in the VviDHN2 
promoter.  
The study of PR-5 members identified two isoforms, VviTL1 and VviOsmo, located mainly in the 
cell wall and vacuoles. Our results showed that the combination of low temperature and high CO2 levels 
increase of VviOsmo accumulation in the pulp, as a result of VviOsmo gene induction in this tissue, in 
addition to cold regulation of VviTL1 and VviOsmo in the rachis. Gene expression analysis of two other 
PRs, β-1,3-glucanase (Vcgns1) and chitinase (Vcchit1b), indicated that both genes were regulated by high 
levels of CO2 and low temperatures. Likewise, the analysis of these PR promoters showed the presence of 
the W-box in VviTL1, Vcgns1 and Vcchit1b.  
The isolation and characterization of 15 VviWRKYs from Autumn Royal table grapes showed that 
the application of the gaseous pretreatment activated the expression of different VviWRKYs depending 
on the tissue, being the pulp where they were most induced. The electrophoretic mobility shift assays 
showed that, while VviWRKY14 presented affinity for the W-box of the three PR promoters, 
VviWRKY42 only had specific affinity to the W-box of the Vcgns1 promoter. 
Overall, the data from this work conclude that the application of a second gaseous treatment is 
effective in the maintenance of postharvest quality of Autumn Royal table grapes, by regulating the 
expression of DHN and PR proteins, as well as the accumulation of effective osmoprotective solutes in 
the maintenance of cellular homeostasis during preservation at low temperatures. 
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1. MARCO ECONÓMICO DE LA POSTCOSECHA DE UVA DE MESA 
La uva (Vitis vinifera L.) es una de las especies frutales más importantes del mundo. En 2012, la 
superficie vitivinícola y la producción de uva fueron de 7.487.196 hectáreas y 70.064.200 toneladas, 
respectivamente. Según los datos de la Organización Internacional de la Vid y el Vino del año 2012, 
aproximadamente el 65% de esta producción se destina a vinificación, el 34% al consumo en fresco y el 
1% a la elaboración de uvas pasas. 
 
La uva de mesa es un fruto de elevada aceptación por los consumidores debido a su excelente 
calidad organoléptica y nutricional, cuyo consumo ha sufrido un importante auge en los últimos años a 
escala mundial (Figura 1). China es el país con mayor producción de uva de mesa, seguido por India, 
Turquía y la Unión Europea (Figura 2). Es este sentido, además, se pronostica que la producción mundial 
de uva de mesa aumentará en la medida en el fuerte crecimiento de China continúe y la producción de 
Turquía se recupere (USDA, 2016). Aunque China, India y Turquía preceden a la Unión Europea en 
producción de uva de mesa, no registran volúmenes de exportación significativos, ya que su producción 
está destinada fundamentalmente al consumo interno siendo, en este sentido, Chile el país que encabeza 
la lista de los países exportadores de uva de mesa, abarcando el 27% del mercado global.  
España es el tercer país exportador de uva de mesa de la Unión Europea, únicamente precedido 
por Italia y Grecia. La mayor parte de la producción se centra en la cuenca mediterránea, especialmente 
en la Región de Murcia, la Comunidad Valenciana y Andalucía. Del total (271.637 toneladas), más del 50% 
corresponde a la exportación, constituyendo una parte importante de la economía agraria española. Este 
hecho, unido a la creciente orientación de los países en desarrollo hacia los mercados de exportación como 
Figura 1 . Consumo doméstico mundial de uva de mesa (USDA) 
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fuente de crecimiento económico y la mayor sensibilización de la sociedad por el medio ambiente y el 
desarrollo sostenible, han impulsado la incorporación e investigación en tecnologías postcosecha no 
contaminantes, que permitan reducir el uso de compuestos agroquímicos de síntesis manteniendo la 
calidad de los productos vegetales frescos durante largos periodos de tiempo. La solución idónea desde el 
ámbito de la postcosecha para preservar la buena calidad de los frutos y satisfacer las exigencias de los 
mercados nacionales e internacionales, consiste en utilizar técnicas no invasivas, no contaminantes y de 
fácil manejo evitando el uso de grandes instalaciones y largos periodos de aplicación. 
En la actualidad, el desarrollo de nuevas variedades de uva de mesa con un alto valor añadido, tales 
como su cosecha temprana y a la ausencia de semillas, ha estimulado el interés del mercado mundial (Artés-
Hernández et al., 2006). Entre estas variedades de uva de mesa se encuentra el cultivar Autumn Royal 
desarrollado por David Ramming y Ron Tarailo del USDA-ARS en Fresno, California. Autumn Royal 
introdujo en 1996 en EE. UU. y es resultado de un cruce de Autumn Black x #C74-1. Su linaje incluye 
Blackrose, Calmeria, Flame Seedless y Ribier. Se caracteriza por ser una variedad sin semilla de maduración 
tardía. El tamaño de las bayas es el más grande entre los cultivares sin semillas disponibles actualmente. 
Las bayas son de color púrpura oscuro y de forma elipsoidal. La pulpa de la baya es firme y translúcida, y 
la piel de bajo a medio espesor. En la actualidad, gracias a su atractivo comercial su producción se 
encuentra muy extendida; se han plantado aproximadamente 1.600 hectáreas de este cultivo desde su 
lanzamiento en 1996.  
 
Figura 2 . Producción mundial de uva de mesa en el periodo 2015/2016 (USDA) 
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2. PARÁMETROS DE CALIDAD DE UVA DE MESA  
La uva, como fruto no climatérico, no madura después de ser cosechada, alcanzando el óptimo de 
aceptabilidad en apariencia, sabor y textura mientras está en la vid. Su índice de madurez se ha basado 
tradicionalmente en la relación entre el contenido de sólidos solubles (ºBrix) y el valor de acidez titulable 
(Guelfat-Reich y Safran, 1971). La cera de la superficie de las bayas es un factor de calidad muy importante 
en la uva de mesa; la manipulación postcosecha en ocasiones destruye esta cera con la finalidad de que la 
piel esté más brillante, anulando el efecto deseable que aporta dicha cera. El aroma es un carácter 
importante y complejo de la calidad de uva de mesa ya que es una mezcla de cientos de compuestos 
volátiles diferentes sintetizados durante la maduración (Gunata et al., 1985a, b). Aunque los compuestos 
precursores de estas sustancias se encuentran en las hojas (Gunata et al., 1986), la síntesis y evolución del 
aroma tiene lugar en las bayas; de hecho, las sustancias aromáticas están localizadas principalmente en la 
piel de las mismas (Winkler et al., 1974). 
Una vez recolectados, los racimos de uva de mesa son altamente perecederos al estar sujetos a 
importantes pérdidas de vapor de agua que causan desecamiento y oscurecimiento del raquis, roturas e 
incluso marchitamientos de bayas y pérdidas de peso (Nelson, 1979). Por todo ello su conservación se ve 
limitada y va a depender de numerosos factores internos tales como la estructura y consistencia de la piel 
y la pulpa y del estado de maduración entre otros, así como de factores externos, siendo los más 
importantes la temperatura y la humedad relativa.  
 
3. CONSERVACIÓN POSTCOSECHA DE UVA DE MESA  
La conservación a bajas temperaturas es una de las tecnologías postcosecha más ampliamente 
utilizada para extender la vida útil de los productos hortofrutícolas, cuyo efecto en la ralentización del 
metabolismo de frutos y hortalizas ha sido extensamente documentado (revisado por Sevillano et al., 2009). 
Por ello, en el caso de la uva de mesa, se emplean bajas temperaturas de conservación cercanas a 0 ºC y 
una humedad relativa del 90-95%, para lograr una mayor eficacia del control de la pérdida de agua, 
manteniendo su calidad y prolongando el periodo de vida útil postcosecha. Cualquier alteración en el 
contenido o en las propiedades del agua de los frutos frescos, incluyendo la uva de mesa, al ser su 
componente mayoritario y estar implicada en la mayoría de sus procesos fisiológicos, va a afectar a la 
calidad de los frutos y, en consecuencia, va a definir su periodo de vida útil. A pesar de que la uva presenta 
una baja tasa respiratoria tras la cosecha y la capa de ceras cuticulares ayuda a controlar la pérdida de agua, 
ésta es responsable de cambios muy significativos en la composición y metabolismo de los racimos una 
Introducción 
6 
 
vez cosechados (Kays y Paull, 2004). Pérdidas de agua equivalentes al 5-10% del peso fresco de los racimos 
durante la conservación postcosecha a bajas temperaturas conducen a la pérdida de aceptabilidad del 
producto desde el punto de vista comercial (Seymour et al., 2012). La pérdida de agua durante la 
conservación postcosecha a bajas temperaturas puede afectar a los parámetros de calidad al inducir 
cambios en el color, en la palatabilidad e inducir pérdidas de la calidad nutricional (Wills et al., 2007). Por 
otro lado, dada la alta proporción superficie-volumen del raquis, su alta tasa de respiración con respecto a 
las bayas (Chervin et al., 2012) y la carencia de una cutícula protectora, éste es altamente susceptible a las 
pérdidas de agua. La deshidratación del raquis se hace patente a través del marchitamiento y pardeamiento 
del mismo, lo que supone una importante desventaja comercial, ya que el color y la turgencia del raquis 
son excelentes índices de la calidad durante la postcosecha en uva de mesa.  
Aunque la uva de mesa es tolerante a las bajas temperaturas y no desarrolla ‘daños por frío, su 
conservación a bajas temperaturas se ve también limitada por su susceptibilidad a la podredumbre o 
enfermedad del moho gris producida por Botrytis. cinerea (Jarvis, 1977; Pearson y Goheen 1988; Snowdon, 
1990). Este hongo fitopatógeno necrotrófico puede desarrollarse a temperaturas bajas, incluso de -0,5 ºC 
(Chervin et al., 2012). Además, la alta humedad relativa proporciona condiciones especialmente favorables 
para la infección y propagación del hongo a las bayas adyacentes, dando lugar a importantes pérdidas 
económicas (Darras et al., 2006). La infección por hongos no sólo disminuye el valor nutritivo de la fruta, 
sino que también produce riesgos adicionales para la salud en forma de micotoxinas. En estudios previos 
de nuestro grupo se ha observado un aumento gradual de la podredumbre en uva de mesa cv. Cardinal 
durante su periodo de conservación a 0 ºC, alcanzando niveles del 25% después de 33 días, con respecto 
a los de los frutos recién recolectados (Romero et al., 2006; Sanchez-Ballesta et al., 2006). Resultados 
similares se han obtenido en distintos cultivares de uva en los que el desarrollo de B. cinerea fue aumentando 
durante su conservación a 0 ºC (Crisosto et al., 2002; Artés-Hernández et al., 2004, 2007; Candir et al., 
2012). 
Tradicionalmente, la práctica estándar para controlar la calidad de la uva de mesa durante la 
postcosecha ha sido la fumigación de los racimos con SO2 tras su recolección, ya sea por aplicación 
repetida de gas en cámaras de conservación o por liberación continua de gas en cajas revestidas de 
polietileno con almohadillas generadoras de SO2 de liberación continua (Karabulut et al., 2004). El 
tratamiento con SO2 no solo es efectivo a nivel fúngico, sino que además ha sido utilizado para evitar el 
pardeamiento de los frutos (Jiang et al., 2002; Ray et al., 2005). A pesar de su eficacia, el tratamiento puede 
comprometer el sabor del fruto y causar daño a la baya (grietas y blanqueamiento). Además, la ingestión 
de residuos de SO2 puede causar reacciones de hipersensibilidad en algunas personas, por lo que este 
tratamiento se ha eliminado de la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos 
generalmente reconocida como lista segura (GRAS) en 1986. Así, ha sido reclasificado por la Agencia de 
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Protección Ambiental de los Estados Unidos como un pesticida con un límite de tolerancia de 10 ppm 
para los residuos de sulfito en uvas de mesa, mientras que la Unión Europea ha prohibido su uso (EU 
Directive95/2/CE) (E.U., 1995). Por otro lado, el mercado de verduras y frutas orgánicas se ha 
incrementado debido al creciente número de consumidores que demandan alimentos saludables que estén 
libres de residuos de plaguicidas. Según la Asociación de Comercio Orgánico, las frutas y verduras son el 
sector más relevante dentro de los alimentos orgánicos, cuyas ventas ascienden a más de 10,5%. El sistema 
orgánico se centra en la producción sostenible y el uso de fertilizantes minerales solubles y pesticidas 
químicos sintéticos está prohibido (Lind et al., 2003), por lo que el SO2 no puede ser empleado en uvas 
certificadas de obtención orgánica (Romanazzi et al., 2012). 
La fumigación con ácido acético es una alternativa al SO2 que podría proporcionar muchos 
beneficios a la industria de la uva de mesa. Moyls et al. (1996) mostraron que la fumigación con ácido 
acético (8 mg l-1) seguido del empleo de envases modificados durante 74 días a 0 ºC reducía el porcentaje 
de uvas podridas (94%). Recientemente Venditti et al. (2017) indicaron que dos fumigaciones sucesivas 
con ácido acético (50 ml l-1) o 5 fumigaciones con ácido acético (30 ml l-1) reducía la incidencia de 
podredumbre en un 63,6% y un 57,1% respectivamente, en uvas conservadas durante 8 semanas a 5 ºC 
con un 90% de humedad relativa, no afectando al resto de los parámetros de calidad.  
El uso de niveles sub-letales de etanol, un aditivo alimenticio de uso frecuente con propiedades 
antifúngicas, parece ser eficaz en el control de la infección provocada por B. cinerea en melocotones, cítricos 
y uva de mesa (Karabulut et al., 2003, Gabler et al., 2005) y en este último caso tanto por inmersión de los 
racimos como por vaporización (Lichter et al., 2002). En este sentido, se ha mostrado que la que la 
inmersión de racimos en etanol al 30% y 40% inhibió completamente la germinación de esporas 
(Karabulut et al., 2004, 2005). Además, Chervin et al. (2009) mostraron que aplicaciones pre-cosecha de 
una disolución de etanol al 16% conteniendo CaCl2 1%, redujo las pérdidas debidas a las pudriciones de 
moho gris en un 50% en las uvas de mesa Chasselas tras 6 semanas de conservación en frío. 
El quitosano y sus derivados también presentan propiedades protectoras y antifúngicas 
(Romanazzi et al., 2002, 2006; Xu et al., 2007). Romanazzi et al. (2007) observaron una reducción del 94% 
en la tasa de infección fúngica de uva de mesa Autumn seedless tratada con 0,5% de quitosano en una 
disolución de etanol al 20% después de 60 días a bajas temperaturas. Han et al. (2004) incorporaron calcio 
y vitamina E a un revestimiento a base de quitosano para mejorar el periodo de conservación y las 
propiedades nutricionales de frutas frescas y congeladas. 
Los compuestos de origen vegetal también han sido estudiados por su eficacia en la protección 
de productos perecederos (Hassani et al., 2012). Entre ellos, los aceites esenciales y los extractos destacan 
por sus propiedades antibacterianas, antifúngicas, antioxidantes y bioreguladoras (Burt, 2004; Pandey et al., 
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2012). Por otra parte, se ha investigado el uso de productos naturales tales como extractos de plantas, 
aceites esenciales, ácido salicílico y quitosano o el uso integrado de estos productos con otros métodos 
tales como atmósferas controladas (CA) y atmósferas de modificadas (MA) para el manejo del deterioro 
de distintos frutos, entre los que se encuentran la uva de mesa (Shahi et al., 2003; Valero et al., 2006). 
La conservación en atmósferas controladas es una tecnología bien establecida que se utiliza para 
preservar la calidad del fruto mediante la manipulación activa de los niveles de O2 y CO2 en la composición 
atmosférica tanto en cámaras, como contenedores de transporte o paquetes de alimentos al por menor. 
Niveles reducidos de O2 y/o enriquecidos de CO2 pueden reducir la respiración, retrasar la maduración, 
disminuir la producción de etileno, retardar el ablandamiento y ralentizar los cambios en la composición 
debidos a la maduración, resultando todo esto en un aumento de la vida útil (revisado por Farber et al., 
2003). Los efectos del empleo de CA con altos niveles de CO2 en la calidad y fisiología de la uva de mesa 
han sido evaluados en distintas variedades (Crisosto et al., 2002b; Artés-Hernández et al., 2004) y engloban 
el retraso de la senescencia, la reducción de la respiración, el mantenimiento de la firmeza de la baya y la 
disminución del oscurecimiento del raquis. Sin embargo, también se han descrito diferentes limitaciones 
respecto al empleo de las CA, debido a una activación del metabolismo fermentativo y el estrés fisiológico 
que pueden dar lugar al desarrollo de sabores y aromas anómalos, el oscurecimiento del raquis y la 
inducción de la podredumbre por hongo después del paso a aire durante el periodo de vida útil (Grierson 
et al., 1966; Yahia et al., 1983; Kader, 2002). Según los resultados obtenidos por Artés-Hernández et al. 
(2004), el sabor y la apariencia de uva de mesa Autumn Seedless se vieron comprometidos después de 60 
días de conservación en frío y 7 días a 20 ºC con 15% de CO2 y 5% de O2.  
El envasado en atmósferas modificadas (MAP) se presenta como una tecnología alternativa 
para la conservación de productos enteros o mínimamente procesados que presentan sensibilidad a 
distintos factores abióticos como la baja temperatura y la alta o baja humedad relativa. Se ha comprobado 
que el empleo de MAP es eficaz en el mantenimiento de la calidad organoléptica de uvas durante su 
conservación. Sin embargo, la baja intensidad de respiración de la uva de mesa y, por consiguiente, las 
concentraciones de CO2 alcanzadas dentro de los envases, no fueron lo suficientemente elevadas para 
actuar como fungicida (Martínez‐Romero et al., 2003). Sin embargo, concentraciones de 15 kPa de O2 y 
10 kPa de CO2 fueron eficaces para evitar el marchitamiento del raquis y el ablandamiento de los granos, 
así como para mantener la calidad visual, el sabor y la textura (Artés-Hernández et al., 2004). 
Recientemente, Cefola y Pace (2016) han demostrado que la aplicación de MA con concentraciones 
iniciales de CO2 del 10% y el 20% resultaron eficaces en términos de preservación de la calidad sensorial 
y nutricional de uvas orgánicas del cultivar Italia, retrasando las alteraciones en la calidad visual y en la 
podredumbre.  
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El empleo de pretratamientos con altos niveles de CO2 como tecnología coadyuvante a las bajas 
temperaturas, ha demostrado ser efectivo en el mantenimiento de la calidad de la uva de mesa durante la 
conservación. Trabajos previos mostraron que el pretratamiento con altos niveles de CO2 (20% CO2+ 
20% O2+ 60% N2) durante 3 días a 0 ºC fue eficaz en la mejora de la apariencia de los racimos de uva cv. 
Cardinal y en el mantenimiento de la calidad de las bayas en dos estadios de maduración diferentes, 
disminuyendo el pardeamiento del raquis, la pérdida de agua y limitando la podredumbre causada por el 
ataque fúngico (Sanchez-Ballesta et al., 2006; Rosales et al., 2016). Asimismo, aunque la uva es tolerante a 
las bajas temperaturas, trabajos previos también indican su sensibilidad a los cambios de temperatura en 
la fase inicial de conservación a 0 ºC, provocando una serie de desajustes metabólicos que se vieron 
controlados en parte por el pretratamiento gaseoso con altos niveles de CO2 (Romero et al., 2008b; 
Sánchez-Bel et al., 2012). Pero los pretratamientos con altos niveles de CO2 no solo han sido efectivos en 
uva de mesa. Así, en fresa (Fragaria vesca) y fresón (Fragaria x ananassa) la aplicación de altos niveles de CO2 
durante 3 días también mejoro la calidad de los frutos (Bodelón et al., 2010; Blanch et al., 2012a). En este 
sentido, Chandra et al. (2015) observaron que fresas cv. Goha tratadas durante 3 h con atmósferas 
enriquecidas en CO2 (15%) y posteriormente conservadas a 4 ºC durante 13 días, mantuvieron en general 
una mejor apariencia y textura que los frutos controles no tratados.  
El pretratamiento con altos niveles de CO2 proporcionó resultados positivos en el control de los 
daños por frío en frutos tropicales y subtropicales durante la conservación a temperaturas inferiores a la 
crítica (Merodio y De La Plaza, 1997; Merodio et al., 1998). Cuando la aplicación de estos pretratamientos 
se realizó a temperatura ambiente se retrasaron los cambios asociados a la maduración y senescencia en 
los tejidos verdes (Escribano et al., 1997; Merodio y De La Plaza, 1997), así como el control de la infección 
de B. cinerea inoculada artificialmente en frutos de granada (Palou et al., 2016). Los choques con altos niveles 
de CO2 también han sido utilizados como inductores postcosecha para incrementar la síntesis de 
compuestos fitoquímicos y/o inducir cambios beneficiosos en la composición que afectan los rasgos de 
calidad, tales como la desastringencia en caquis (Pesis y Ben-Arie, 1984; Yamada et al., 2002).  
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4. BASES FISIOLÓGICAS, BIOQUÍMICAS Y MOLECULARES ASOCIADAS AL 
EFECTO BENEFICIOSO DEL EMPLEO DE ALTOS NIVELES DE CO2 
DURANTE LA CONSERVACIÓN POSTCOSECHA DE FRUTOS A BAJAS 
TEMPERATURAS  
4.1. La pared celular 
Los cambios dinámicos en la composición química de la pared celular, así como en la estructura 
tisular durante la maduración, la senescencia, la conservación postcosecha y el procesamiento, causan 
variaciones en las propiedades sensoriales, químicas y físicas de la uva de mesa (Carreño et al., 1995). La 
piel representa aproximadamente entre el 5-10% del peso seco total de la uva y actúa como una barrera 
hidrófoba para proteger a las bayas de la deshidratación, la infección por hongos y la luz UV-C (Pinelo et 
al., 2006). La pared celular epidérmica se puede distinguir del resto de paredes celulares de las plantas por 
la presencia de capas lipídicas continuas y gruesas (membrana cuticular) (Wattendorff y Holloway, 1980; 
Jefferson et al., 1987). En general, se han descrito tres capas definidas de exterior a interior: 1) la capa 
cuticular, que se puede subdividir en una capa más externa epicuticular (amorfa, cristalina o semicristalina), 
la cutícula propiamente dicha constituida sólo por cutina y una capa cutinizada, compuesta principalmente 
por una matriz polisacárida, cutina y ceras intracuticulares (Esau, 1977); 2) la capa péctica, compuesta 
principalmente por polisacáridos pécticos; y 3) la capa de celulosa, que es una fuerte red de microfibrillas 
de celulosa unidas por puentes de hidrógeno a xiloglucanos, polisacáridos pécticos y otros componentes 
menores de la pared celular, tales como proteínas estructurales, enzimas, compuestos hidrófobos y 
moléculas inorgánicas (Carpita y Gibeaut, 1993; Cosgrove, 2001). Junto a la epidermis, la hipodermis, con 
abundantes compuestos fenólicos, aparece constituida por varias capas celulares (entre 3-4) (González-
Paramás et al., 2004).  
El ablandamiento de los frutos se produce principalmente a través de modificaciones de la pared 
celular como resultado de la despolimerización y solubilización de los polisacáridos pécticos y 
hemicelulósicos de la misma, catalizada por diversas enzimas como la celulasa, la poligalacturonasa, la β-
galactosidasa, la pectato liasa y la xiloglucano endotransglicosilasa/hidrolasa (Brummell y Harpster, 2001). 
La información sobre análisis mecánicos en uva de mesa es muy escasa; Huang et al. (2005) analizaron los 
cambios en la pared celular de la piel de frutos de V. vinifera L. × V. labrusca cv. Golden Muscat antes y 
después del envero concluyendo que, después del mismo, la resistencia de la piel y la elasticidad 
disminuyeron severamente. Estos autores describieron en el post-envero, el desarrollo de la hinchazón de 
la pared en las células de la epidermis y de la subepidermis, la degradación de la lámina media en las células 
internas y la ondulación de la superficie de las paredes, así como una disminución de la concentración de 
pectina insoluble, hemicelulosa, celulosa y calcio unido a la pared. Por otro lado, se cree que el refuerzo 
de la pared celular de las plantas desempeña un papel importante en la prevención del ataque fúngico 
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(Vance et al., 1980). Charles et al. (2008) mostraron que el tratamiento con UV-C en tomate indujo la 
acumulación de compuestos fenólicos y la formación de lignina y suberina en las paredes celulares del 
epicarpio y del mesocarpio. Los compuestos fenólicos simples inducidos por UV-C parecen tener un 
efecto fungistático mientras que los complejos fenólicos, tales como la lignina y suberina, desempeñan un 
papel de barrera que impide físicamente la entrada de patógenos mediante el fortalecimiento de la pared 
celular.  
La conservación a bajas temperaturas, aunque es efectiva en la prolongación de la vida útil de los 
frutos, puede presentar consecuencias fisiológicas en determinadas especies que también afectan a la 
integridad de la pared celular. Diversos estudios sugieren que la conservación en frío afecta a la actividad 
de numerosas enzimas modificadoras de la pared celular, con importantes consecuencias para el 
metabolismo de, entre otros polisacáridos, la pectina, alterando las propiedades de la pared primaria y de 
la lámina media, y dando lugar a la ruptura del tejido. Brummell et al. (2004) mostraron que en frutos de 
melocotón conservados a bajas temperaturas que presentaban harinosidad, lo que conduce a una pérdida 
de la jugosidad, la actividad endo-1,4-β-glucanasa (EC 3.2.1.4), endo-1,4-β-mananasa (EC 3.2.1.78), β-
galactosidasa (EC 3.2.1.23), α-arabinosidasa (EC 3.2.1.55) y en particular endo-poligalacturonasa (EC 
3.2.1.15) fue menor que en los frutos que no presentaron daños. Además, Luza et al. (1992) observaron 
que en distintos cultivares de melocotón conservados a 10 ºC durante 18 días se produjeron lesiones por 
frío que, a nivel ultraestructural, se reflejaron en la disolución de la lámina media, la separación celular, el 
engrosamiento irregular de la pared primaria y la plasmólisis de las células del parénquima mesocárpico. 
Asimismo, Manganaris et al. (2008) determinaron que, en general, el desarrollo de daños por frío en ciruelas 
Fortune se asoció con anomalías en el metabolismo de la pared celular, incluyendo la reducción en la 
solubilización y despolimerización de pectinas y la disminución de las modificaciones asociadas a la 
maduración de polímeros de pectina ricos en galactosa.  
Se ha descrito que el pretratamiento con altos niveles de CO2 es efectivo en la modulación de los 
daños por frío en frutos susceptibles de caqui Fuyu, ya que la aplicación de altos niveles de CO2 durante 
36 h aliviaron la gelificación de la pulpa y el oscurecimiento de los frutos, así como se preservó la integridad 
de las paredes celulares y el plasmalema (Besada et al., 2015). En uva de mesa Cardinal, cuando se comparó 
mediante microscopia electrónica de barrido de baja temperatura (LT-SEM) la ultraestructura de las células 
criofijadas de la capa epidérmica y la primera capa hipodérmica de la piel de bayas tratadas con un 20% de 
CO2 y no tratadas, así como con la de los frutos recién recolectados, la característica más relevante de las 
muestras conservadas en aire fue la compresión y pérdida de volumen de las células (Blanch et al., 2014). 
Sin embargo, la aplicación de altos niveles de CO2 tuvo un efecto beneficioso sobre el mantenimiento 
celular, así como sobre la integridad de las membranas plasmáticas y las paredes celulares, de manera que 
la morfología de las células fue similar a las de los frutos recién recolectados.  
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4.2. Las membranas 
 Aunque hasta el momento no se han identificado los sensores de las plantas a las bajas 
temperaturas, los descubrimientos de los últimos años apuntan a que múltiples factores podrían participar 
en la detección del estrés (revisado por Miura y Furumoto, 2013). Uno de los efectos primarios de las bajas 
temperaturas en las células es la alteración de las propiedades de fluidez y permeabilidad de la membrana, 
así como de la composición de los ácidos grasos debido a un incremento en el contenido de lípidos 
poliinsaturados (Murata y Los, 1997; Beck et al., 2007; Sevillano et al., 2009).  
Los cambios en la composición lipídica de la membrana durante el almacenamiento a bajas 
temperaturas son similares a los que se producen durante la senescencia (Marangoni et al., 1996). El 
mantenimiento de la estabilidad de la membrana a baja temperatura es importante para la resistencia de las 
plantas al estrés por frío (Wongsheree et al., 2009), por lo que el incremento en el grado de insaturación de 
los lípidos de membrana se ha descrito como un mecanismo de aclimatación a las bajas temperaturas 
durante la conservación postcosecha (Lurie y Ben Arie, 1987; Mirdehghan et al., 2007; Zhang y Tian, 2010; 
Cao et al., 2011). De hecho, la rigidificación de la membrana plasmática mediada por el empleo de 
dimetilsulfóxido, puede inducir la expresión de genes COR regulados por frío incluso a temperaturas 
normales de crecimiento, mientras que la aplicación de alcohol bencílico, que fluidifica la membrana, 
previene de la inducción de la expresión de estos genes incluso a 0 ºC (Örvar et al., 2000; Sangwan et al., 
2001). La evidencia genética de que las plantas sienten las bajas temperaturas a través de la rigidificación 
de la membrana viene dada por el mutante fad2 de Arabidopsis, deficiente en oleato desaturasa. Vaultier et 
al. (2006) mostraron que este mutante presentaba rigidificación de la membrana y activación de 
diacilglicerol quinasa a temperaturas elevadas (18 ºC) en comparación con el tipo silvestre (14 ºC) y plantas 
transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan linoleato desaturasa (12 ºC). Concretamente, se ha descrito 
que una mayor proporción de ácidos grasos insaturados frente a los saturados proporcionó una mayor 
tolerancia a las bajas temperaturas en distintos frutos tales como el níspero, el plátano y el mango (Promyou 
et al., 2008; Li et al., 2014b). En este sentido, Zhang y Tian (2009) indicaron que frutos de melocotón 
conservados a 0 ºC mostraban mayor tolerancia a las bajas temperaturas que los conservados a 5 ºC, 
encontrando una relación entre la mayor acumulación de ácido linoleico (C18:3) y el incremento en los 
niveles de los transcritos de una desaturasa del ácido graso omega-3 en los frutos más tolerantes. Por otro 
lado, Ishizaki-Nishizawa et al. (1996) indicaron que el nivel de ácidos grasos insaturados de los lípidos de 
membrana aumentó en gran medida en plantas de tabaco transgénicas que expresaban un gen de desaturasa 
de ácidos grasos omega-3 del cloroplasto, resultando en un aumento significativo en la resistencia a las 
bajas temperaturas. Asimismo, los resultados obtenidos por Hernández et al. (2011) mostraron que las 
bajas temperaturas regulaban a nivel transcripcional genes de desaturasas de ácidos grasos en el mesocarpio 
de aceitunas de las variedades Picual y Arbequina. Por otro lado, las transiciones y separaciones de fase en 
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membranas se han propuesto como eventos moleculares primarios que conducen al desarrollo de lesiones 
por bajas temperaturas (Lyons y Raison, 1970; Raison y Orr, 1990). Sin embargo, Sharom et al. (1994), tras 
realizar estudios en membranas microsomales procedentes de tomates que presentaban daño por frío, 
indicaron que la separación de fase de los lípidos en las membranas celulares consistía en un síntoma más 
que en la causa de la lesión. Se ha sugerido también que el daño de las membranas celulares podría estar 
relacionado con la pérdida del estatus energético, ya que el ATP desempeña un papel importante en la 
síntesis de ácidos grasos y la reparación de membranas en células de patata (Rawyler et al., 1999).  
Por otro lado, se ha observado que la exposición de las plantas a bajas temperaturas incrementa 
los niveles de calcio citosólico, que actúa como un mensajero secundario en la señal de estrés por frío 
(Knight, 2002). Este incremento de Ca2+ en el citosol también puede estar mediado por los canales de Ca2+ 
activados por ligando o mecano-sensitivos inducidos por la rigidificación de la membrana. En Medicago 
sativa y Brassica napus, la rigidificación de la membrana plasmática inducida por las bajas temperaturas 
conduce a la reorganización del citoesqueleto, a la inducción de los canales de Ca2+, y al incremento de los 
niveles de Ca2+ citosólico. Todo ello induce la expresión de genes COR y la aclimatación al frío.  
Debido a la importancia de la integridad de la membrana celular durante la conservación de los 
frutos, se ha analizado el efecto de diferentes tratamientos postcosecha en el mantenimiento de la misma 
y en la estructura general de las células. Estudios previos mostraron mediante LT-SEM que el 
pretratamiento gaseoso de 3 días con altos niveles de CO2 mantenía la estructura celular del mesocarpio 
de chirimoya y del parénquima de fresa en comparación con los frutos no tratados conservados a 0 ºC 
(Maldonado et al., 2002; Blanch et al., 2012a; Blanch et al., 2012b). Asimismo, la conservación de uva de 
mesa en atmósferas controladas con altos niveles de O2 (80%) mejoró la calidad de las bayas, manteniendo 
la integridad de las membranas al retrasar el incremento en la permeabilidad de las mismas que tuvo lugar 
en los frutos conservados en aire (Deng et al., 2005a, b). Zhang y Tian (2010) describieron que melocotones 
conservados en atmósferas controladas (5% O2 + 5% CO2) a 0 ºC, presentaban una mayor fluidez e 
integridad de sus membranas que los conservados en aire, en parte debido a la presencia del mayor grado 
de insaturación de sus lípidos de membrana y a la reorganización de los mismos, relacionada ésta con 
menores niveles de los mensajeros de la fosfolipasa D. De hecho, el empleo de atmósferas controladas 
indujo la acumulación de una clase de fosfolípidos inusuales, N-acil-fosfatidiletanolamina, implicados en 
la protección y estabilización de la membrana en respuesta a condiciones de estrés que implican cambios 
degenerativos de la misma (Schmid et al., 1990; Rawyler y Braendle, 2001). 
Sin embargo, el daño a las membranas celulares en tejidos vegetales no se limita a la membrana 
plasmática, sino que los orgánulos energéticos membranosos también muestran alteraciones en sus 
estructuras causadas por la conservación de los frutos a bajas temperaturas. A pesar de que las 
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mitocondrias son orgánulos poco sensibles al estrés por frío, Murphy y Wilson (1981) describieron que se 
produjo una hinchazón y desorganización de las mitocondrias en tejidos de Episcia reptans Mart., una planta 
extremadamente sensible a las bajas temperaturas, tras someterla durante 6 h a 5 ºC. Leddet y Geneves 
(1982) también observaron mitocondrias dilatadas en Efedra vulgaris sensible al frío tras mantener a las 
plantas durante 24 h a 2 ºC. Además, Ishikawa (1996) observó vacuolación y distorsión de las crestas 
mitocondriales en mitocondrias de células de judía (Vigna radiata L. var. Wilczek), también sensibles al frío, 
mantenidas a bajas temperaturas. Por otro lado, se ha descrito que las mitocondrias aisladas de tejidos 
resistentes a las bajas temperaturas muestran la capacidad de hincharse en mayor medida que las 
mitocondrias de los tejidos sensibles (Lyons et al., 1964), indicando que las membranas de las mitocondrias 
de los tejidos sensibles son menos flexibles que las de los tejidos tolerantes al frío. Además, Lyons y Raison 
(1970) a partir de un estudio en el que compararon las mitocondrias de especies resistentes a las bajas 
temperaturas (Solanum tuberosum L. cv. Sebago, Brassica oleraceae L. var. Botrytis. y Beta vulgaris L.) frente a 
especies sensibles (Lycopersicon esculentum Mill. cv. Grosse Lisse, Ipomoea batatas L. cv. White Maltese y 
Cucumus sativus L.) indicaron que esta diferencia estaba relacionada con la proporción relativa de ácidos 
grasos saturados e insaturados de los lípidos de membrana. Además, en las mitocondrias procedentes de 
los tejidos sensibles a las bajas temperaturas se observaba una marcada depresión en las tasas respiratorias 
por debajo de la temperatura crítica para la lesión por frío (10 ºC) que no se detectó en las mitocondrias 
de los tejidos resistentes. Sin embargo, el papel que la aplicación de altos niveles de CO2 a bajas 
temperaturas pueda tener sobre las mitocondrias es hasta el momento desconocido.  
Por último, el cloroplasto es el orgánulo más sensible al estrés por bajas temperaturas. Por lo 
general, las primeras manifestaciones de la lesión por frío son la hinchazón del orgánulo, la distorsión e 
hinchazón de los tilacoides, la reducción del tamaño y el número de gránulos de almidón y la formación 
de pequeñas vesículas en la envoltura del cloroplasto, llamado retículo periférico (Wise et al., 1983). La 
exposición al frío prolongado conduce a acumulaciones de gotas de lípidos, a un oscurecimiento del 
estroma, al desempaquetamiento y desorientación de la grana, interrupción y posterior desaparición de las 
lamelas del estroma y a la desintegración de la envoltura del cloroplasto, mezclando el contenido del 
estroma con el citoplasma (Nessler y Wernsman, 1980; Wise et al., 1983; Gemel et al., 1986; Yun et al., 
1996; Kratsch y Wise, 2000). Esta desestructuración parece ser debida principalmente a que, bajo 
condiciones de estrés por frío, el equilibrio fotosintético se desplaza en la dirección de la fotooxidación 
excesiva (McWilliam y Naylor, 1967; Taylor y Craig, 1971). Los cloroplastos están especialmente expuestos 
al estrés oxidativo durante la fotosíntesis, por lo que cuentan con múltiples mecanismos protectores (ácido 
ascórbico, vitamina E, carotenoides, glutatión, superóxido dismutasa) y sistemas de reparación 
(tiorredoxina, metionina sulfóxido reductasa y resíntesis de proteínas dañadas). Hasselt y Berlo (1980) y 
Michalski y Kaniuga (1981) sugirieron la implicación de reacciones de fotooxidación en el descenso de la 
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tasa fotosintética y en la tasa de lipoperoxidación observada en los cloroplastos de pepino y las hojas de 
tomate tras su exposición a bajas temperaturas durante 1 o 2 días en presencia de luz; hecho que podría 
ser debido a la disminución en la actividad superóxido dismutasa (SOD) en los cloroplastos durante el 
proceso de enfriamiento (Michalski y Kaniuga, 1981). Los daños por frío parecen afectar particularmente 
a la actividad del fotosistema II (Osmond, 1981). La producción de tasas normales de radicales puede ser 
útil en las plantas, sin embargo, su producción excesiva es perjudicial, por lo que existe la controversia 
sobre si la peroxidación lipídica es una causa de daño celular o simplemente una consecuencia.  
 
4.3. Efecto sobre el estrés oxidativo 
Además del efecto directo de las bajas temperaturas en la organización molecular de los lípidos de 
membrana, su pérdida de integridad se ve potenciada por los procesos oxidativos, ya que las bajas 
temperaturas pueden incrementar los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) (revisado por 
Sevillano et al., 2009). Durante el desarrollo de los síntomas de daño por frío se observa a menudo un 
incremento en las concentraciones de productos de peroxidación de lípidos, tales como el 
malonildialdehído (MDA), así como el aumento de la actividad de enzimas como la polifenol oxidasa 
(PPO) (Zhou et al., 2003; Raimbault et al., 2010), implicada en la oxidación de compuestos fenólicos dando 
lugar a quinonas, especies químicas muy reactivas y propensas a reaccionar, generando daño e incluso la 
muerte celular (Amiot et al., 1996). El balance entre la formación y detoxificación de ROS es crítico para 
la supervivencia de la célula durante la exposición a bajas temperaturas (Mittler 2002; Blokhina et al., 2003). 
Para lograr el equilibrio de ROS a un nivel compatible con el funcionamiento celular normal, las plantas 
han desarrollado un complejo sistema que incluye diversas actividades enzimáticas en combinación con 
otras moléculas de carácter no proteico con capacidad antioxidante. Entre los antioxidantes enzimáticos 
destacan la catalasa (CAT) que elimina el peróxido de hidrógeno (H2O2) en los peroxisomas, la superóxido 
dismutasa (SOD) que elimina el anión-radical superóxido, la ascorbato peroxidasa (APX) que elimina H2O2 
en diversos compartimentos y la glutatión reductasa (GR) encargada de la regeneración del glutatión. Entre 
los antioxidantes no enzimáticos se engloban tanto antioxidantes hidrosolubles como liposolubles. Entre 
los primeros (importantes en el citoplasma, estroma del cloroplasto, etc.) destacan el ácido ascórbico y el 
glutatión (Foyer et al., 1994) mientras que entre los antioxidantes liposolubles (presentes en membranas) 
se encuentran el β-caroteno (Young, 1991) y el α-tocoferol (Munné-Bosch y Alegre, 2002). Estos dos 
últimos se encuentran exclusivamente en cloroplastos, lo que sugiere su papel protector en las funciones 
fotosintéticas (Hernández et al., 2011). Sin embargo, la función de ROS en el metabolismo es dual. 
Distintos trabajos muestran evidencias de que incluso durante la situación de estrés la producción de ROS 
no es necesariamente un síntoma de disfunción celular, sino que podría representar una señal que 
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conduciría al ajuste de la maquinaria celular ante situaciones adversas (revisado por Jaspers y Kangasjärvi, 
2010). Baek y Skinner (2012) revisaron distintos trabajos en los que se proponían a las especies reactivas 
de oxígeno, especialmente el H2O2, como transductores de señales en los mecanismos de defensa de las 
plantas frente estreses bióticos y abióticos, entre los que se incluyen las bajas temperaturas.  
Se sabe que los productos vegetales modulan sus defensas antioxidantes cuando se exponen a bajas 
temperaturas de conservación y a distintos tratamientos postcosecha. Lee y Lee (2000) describieron que el 
estrés por bajas temperaturas activó las enzimas del ciclo SOD/ascorbato-glutatión y la desactivación de 
CAT en hojas de pepino. Además, Wang et al. (2005b) mostraron que la sobreexpresión de una APX 
citosólica de Pisum sativum L. en plantas de tomate les proporcionaba una protección significativa frente a 
las bajas temperaturas. Por otro lado, se ha descrito que el tratamiento con altos niveles de CO2 mitigó el 
efecto del impacto de altas temperaturas en distintas especies de café (Coffea arabica y Coffea canephora) a 
través del incremento de actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GR, Cu-SOD y Zn-SOD (Martins 
et al., 2016). Recientemente se ha descrito que el tratamiento exógeno con 1 mM de ácido salicílico atenuó 
los daños por frío en tomate (Solanum lycopersicum L) almacenado a bajas temperaturas a través de la 
disminución de ROS mediada por el aumento de la actividad de enzimas antioxidantes (Ding et al., 2016). 
En un análisis transcriptómico del efecto de la conservación a bajas temperaturas en melocotón, se observó 
que frutos conservados 21 días a 4 ºC mantenían la capacidad de detoxificar ROS mediante la inducción 
de la expresión de genes relacionados con elementos fundamentales del sistema antioxidante, tales como 
GR, CAT y SOD, así como los que codifican proteínas de choque térmico (HSPs) (Pavez et al., 2013). 
Recientemente, Yuan et al. (2014) realizaron un análisis bioquímico y proteómico en uva de mesa Kyoho 
durante su conservación postcosecha a 2 ºC y observaron una inducción de distintas enzimas 
antioxidantes, que incluyen APX, SOD y glutatión S-transferasa. Similares resultados se observaron en 
pimientos conservados en frío (Sánchez-Bel et al., 2012). Un estudio transcriptómico del efecto de la 
conservación con elevadas concentraciones de CO2 en dos cultivares de fresa (Cavendish y Jewel), sugirió 
que el tratamiento gaseoso influye en el metabolismo oxidativo del fruto ya que se detectaron cambios en 
la expresión de genes implicados en los sistemas antioxidantes en ambos cultivares (Ponce-Valadez et al., 
2009). Asimismo, el empleo de atmósferas modificadas en melocotones conservados a 0 ºC, redujo los 
daños por frío y retrasó la disminución de las actividades enzimáticas de la SOD y CAT observados en los 
frutos control (Wang et al., 2005a). En el caso de uva de mesa se observó que, mientras que en la pulpa y 
raquis de racimos de uva Cardinal el contenido de MDA se incrementó durante la conservación a 0 ºC en 
los tejidos de los racimos tratados con altos niveles de CO2 está acumulación fue menor, lo que parece 
indicar que el tratamiento gaseoso reduce el estrés oxidativo asociado a las bajas temperaturas (Rosales et 
al., 2013). Por otro lado, se ha sugerido que la APX podría participar en la eliminación de H2O2 inducido 
por las bajas temperaturas, y que el pretratamiento gaseoso de 3 días con CO2 podría mitigarlo (Romero 
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et al., 2008b). Además, se observó un incremento de la capacidad antioxidante en la piel de uva Cardinal 
recolectada tardíamente después de 3 días de tratamiento con altos niveles de CO2 (Romero et al., 2009).  
 
4.4. Efectos sobre compuestos osmoreguladores orgánicos 
Si bien los aminoácidos están presentes principalmente como constituyentes de proteínas y 
péptidos, ésta no es su única función en las plantas, ya que algunos aminoácidos se acumulan bajo 
condiciones de estrés abiótico en una gran variedad de especies, actuando potencialmente como 
osmoprotectores, antioxidantes y estabilizadores de membrana celular (revisado por Arbona et al., 2017). 
La prolina se sintetiza a partir del ácido L-glutámico por acción de las enzimas P5CS (1-pirrolina-5-
carboxilato sintetasa) y P5CR (1-pirrolina-5-carboxilato reductasa) y desempeña distintos papeles en 
condiciones de estrés abiótico, incluyendo el ajuste osmótico, la estabilización estructuras subcelulares, el 
barrido de radicales libres, y el equilibrio de potencial redox celular (Ashraf y Foolad, 2007). Los estudios 
acerca del papel protector de la prolina frente al estrés recogen fundamentalmente su implicación en la 
osmoprotección (Jones y Gorham, 1983; Handa et al., 1986) y la crioprotección (Songstad et al., 1990; 
Santarius, 1992), aunque la rápida descomposición de la prolina en situaciones de estrés puede 
proporcionar suficientes agentes reductores que apoyen la fosforilación oxidativa mitocondrial y la 
generación de ATP para la recuperación y la reparación de los daños inducidos por dicho estrés (Hare et 
al., 1998).  
La acumulación de ácido ɣ- aminobutírico (GABA) es otra respuesta metabólica de las plantas 
frente a distintos estreses como salinidad, anoxia, hipoxia, sequía, altas y bajas temperaturas (Streeter y 
Thompson, 1972; Wallace et al., 1984; Mayer et al., 1990; Aurisano et al., 1995; Kinnersley y Turano, 2000; 
Zushi y Matsuzoe, 2006). En las plantas, el estrés inicia una vía de transducción de señales, en las que el 
aumento del Ca2+ citosólico activa la actividad de la glutamato descarboxilasa dependiente de 
Ca2+/calmodulina y la síntesis de GABA. Además, los niveles elevados de H+ y sustrato también pueden 
estimular la actividad de la glutamato descarboxilasa, probablemente, la principal enzima responsable de 
la acumulación de GABA. Asimismo, evidencias experimentales apoyan la participación de la síntesis de 
GABA en la regulación del pH, el almacenamiento de nitrógeno, el desarrollo y la defensa de la planta, así 
como su funcionalidad como osmolito compatible y su participación en una vía alternativa para la 
utilización del glutamato (revisado por Shelp et al., 1999; Shelp et al., 2012a, b). Shang et al. (2011) 
investigaron el efecto del tratamiento con GABA exógeno a 20 ºC en la tolerancia a los daños por frío en 
melocotones conservados a 1 ºC durante 5 semanas, y observaron que en aquellos tratados se reducían 
significativamente las lesión causadas por las bajas temperaturas a través, en parte, del incremento en la 
acumulación de GABA y prolina endógenos, que resultaron de las actividades incrementadas de la 
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glutamato descarboxilasa, P5CS y la ornitina aminotransferasa, así como la disminución de la actividad de 
la prolina deshidrogenasa. En un estudio similar, Yang et al. (2011) demostraron además que la tolerancia 
a los daños por frío en melocotón derivada del tratamiento con GABA, se debió al incremento de la 
actividad de enzimas antioxidantes, tales como SOD, CAT, APX, GR, glutatión S-transferasa, 
monodehidroascorbato reductasa y dehidroascorbato reductasa, además de al mantenimiento del estado 
energético del fruto, ya que se registró un aumento del contenido de ATP y adenosín difosfato (ADP), y 
una reducción del contenido de adenosín monofosfato (AMP), frente a los frutos no tratados. Por otro 
lado, distintos estudios han asociado el incremento en los frutos de los niveles endógenos de GABA con 
los tratamientos con altos niveles de CO2. Así, se registró un incremento de la concentración de GABA 
en tomates conservados a 30 ºC cuando estos fueron conservados en atmósferas modificadas (11% de O2 
y 9% de CO2) (Makino et al., 2008). Igualmente, Deewatthanawong et al. (2010) describieron la acumulación 
de GABA en diferentes cultivares de fresa expuestos a atmósferas con 20% de CO2. Además, la 
disponibilidad de glutamato puede ser otro factor que afecta a la producción de GABA bajo tratamientos 
con alto contenido de CO2. Así, Ponce‐Valadez y Watkins (2008) encontraron que la expresión del gen 
que codifica la glutamato deshidrogenasa fue reprimida bajo condiciones de elevado CO2 en un cultivar 
de fresa sensible al tratamiento gaseoso, pero no en un cultivar tolerante. Por último, un estudio llevado a 
cabo en chirimoya conservada a 6 ºC, reveló que la aplicación de un pretratamiento con 20% de CO2 
redujo los daños por frío incrementando las concentraciones endógenas de GABA. 
La Glicina betaína (GB), una amina cuaternaria sintetizada en los cloroplastos a partir de 
etanolamina, colina y aldehído de betaína, se acumula rápidamente en las plantas en respuesta al estrés 
(Chen y Murata, 2011). Tanto su aplicación exógena como su biosíntesis en organismos genéticamente 
modificados aumentaron la tolerancia de las plantas al estrés abiótico (revisado por Chen y Murata, 2008; 
Krasensky y Jonak, 2012). Chen et al. (2000) mostraron que el tratamiento de células y plántulas de maíz 
con GB aumentó la tolerancia a las bajas temperaturas reduciendo la peroxidación lipídica derivada del 
daño por frío. Además, Kathuria et al. (2009) concluyeron que la GB desempeña un papel significativo en 
la reducción de la acumulación y en la desintoxicación de ROS en plantas transgénicas que sobreexpresan 
genes que codifican enzimas involucradas en la biosíntesis GB, en comparación con las plantas control no 
transformadas. Además, se ha indicado que la GB reduce la tasa de peroxidación lipídica de la membrana, 
consecuencia del estrés oxidativo, mediante la inducción de la expresión de genes que codifican una 
desaturasa y una lipoxigenasa de ácidos grasos ayudando, por tanto, al mantenimiento de la integridad de 
la membrana en plantas de tomate sometidas a estrés a bajas temperaturas (Karabudak et al., 2014). 
Otro mecanismo implicado en la respuesta de la planta al estrés por las bajas temperaturas es la 
acumulación de azúcares. Estos solutos juegan un papel importante en el ajuste osmótico de la célula, 
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actuando como solutos compatibles. También intervienen en la protección de las estructuras 
macromoleculares frente a su desestabilización en condiciones de congelación y deshidratación y al 
incremento de la formación de cristales citoplasmáticos (Guy et al., 2008), preservando la integridad de la 
bicapa lipídica, conservando la estructura de las bombas de iones en el cloroplasto y manteniendo la 
actividad de enzimas bajo condiciones de estrés (revisado por John et al., 2017). Se ha descrito que el 
disacárido trehalosa, por sus propiedades fisicoquímicas, es más eficaz que otros azúcares en la protección 
de las membranas y las biomoléculas (Elbein et al., 2003). La efectividad de la trehalosa ha sido atribuida a 
varias de sus propiedades, tales como reemplazar al agua mediante la formación de puentes de hidrógeno 
con membranas o su capacidad de modificar la capa de solvatación de las proteínas, protegiéndolas de la 
desnaturalización durante la deshidratación a bajas temperaturas (Fernández et al., 2010). Existe un 
creciente interés en comprender si el disacárido trehalosa está implicado en la respuesta al estrés de las 
plantas debido a su importante capacidad para proteger las células vegetales frente a diversos estreses 
abióticos tales como el frío (Garg et al., 2002). Se ha observado que la aplicación exógena de trehalosa 
activó tanto genes relacionados con estreses abióticos como con el estrés biótico (van Dijken et al., 2004). 
En Vitis, se ha descrito una acumulación progresiva de trehalosa, influenciada por las señales ambientales, 
en la piel de las bayas desde el envero hasta la maduración (Degu et al., 2014). En un estudio previo se 
observó el incremento de la concentración de trehalosa en la piel de uva Cardinal tratada con altos niveles 
de CO2 (Navarro et al., 2015). El aumento de la biosíntesis de trehalosa en la primera fase de conservación 
de uva de mesa tratada podría estar implicado funcionalmente en el mecanismo de protección activado 
por los altos niveles de CO2, previniendo la pérdida de agua ligada y el daño estructural causado por la 
conservación a temperaturas subóptimas (Blanch et al., 2014). 
 
4.5. Efecto sobre las respuestas moleculares 
En los últimos años, se han identificado genes y vías metabólicas implicadas en la percepción y 
transducción de la señal de las repuestas de las plantas a bajas temperaturas utilizando Arabidopsis thaliana 
como planta modelo (revisado por Sung et al., 2003; Miura y Furumoto, 2013). El análisis transcriptómico 
de la respuesta a las bajas temperaturas ha mostrado que las plantas inducen la expresión de genes que 
forman parte de la superfamilia COR, que codifican, entre otras, un conjunto de proteínas hidrofílicas 
denominadas LEA (Close, 1997), familia a la que pertenecen las dehidrinas (DHNs), así como proteínas 
con función crioprotectora y/o anticongelante (AFPs) entre las que se encuentran proteínas de respuesta 
a patogénesis (PRs), como quitinasas o proteínas de tipo taumatina (Hon et al., 1994) y genes relacionados 
con la defensa de las plantas frente al estrés oxidativo (Sung et al., 2003). Sin embargo, poco se conoce 
sobre la regulación y el papel de algunas estas proteínas en la respuesta a las bajas temperaturas en frutos 
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de interés agronómico, y aún menos en respuesta a tratamientos postcosecha coadyuvantes con la 
conservación en frío.  
 
4.5.1. Las dehidrinas 
Las dehidrinas, también conocidas como LEA D-11 o LEA de tipo 2, no solo se encuentran en 
tejidos vegetales, sino que además están presentes en algas, nematodos, hongos y bacterias (Close, 1997; 
Allagulova et al., 2003). En plantas, estas proteínas se acumulan en semillas durante la embriogénesis tardía 
y en tejidos vegetales en respuesta a estreses abióticos que causan deshidratación celular, tales como sequía, 
salinidad, bajas temperaturas o congelación (Close, 1997). Las DHNs de plantas se caracterizan por tener 
un amplio rango de masas moleculares (9-200 kDa), ser termoestables y altamente hidrofílicas, debido a 
su alto contenido en aminoácidos polares y cargados (Close, 1996). Las dehidrinas fueron redefinidas en 
base a su estructura primaria como “toda proteína que contiene al menos una copia del denominado 
segmento K” (secuencia consenso (EKKGIMDKIKEKLPG) rico en lisinas, presente en una o más 
copias. Se cree que este segmento se pliega en forma de α-hélice anfipática (Close, 1997), lo que les permite 
interactuar periféricamente con otros componentes celulares como membranas, favoreciendo su 
estabilidad (Hincha y Thalhammer, 2012). Otros dominios estructurales presentes en la mayoría de las 
dehidrinas incluyen el segmento S, formado por una cadena de entre cuatro y diez residuos de serina (S) 
que puede sufrir fosforilaciones (Vilardell et al., 1990), existiendo indicios de que esta modificación 
promueve la translocación de la proteína al núcleo (Goday et al., 1994, Godoy et al., 1994). En la región N-
terminal se encuentra el segmento Y y su secuencia (V/TDEYGNP o similar) comparte una homología 
significativa con el sitio de unión a nucleótidos de las chaperonas de plantas y bacterias (Close, 1997), 
aunque por el momento esta interacción no se ha demostrado. El segmento , rico en aminoácidos polares 
y glicina o una combinación de prolina y alanina. Según la presencia de los segmentos K, S e Y a lo largo 
de la molécula, las DHNs se clasifican en cinco subgrupos estructurales: Kn, SKn, KnS, YnKn e YnSKn.  
En cuanto a la localización subcelular, se distribuyen en varios compartimentos celulares entre los 
que se incluyen citoplasma, núcleo, membrana plasmática, tonoplasto, plastos, mitocondrias y retículo 
endoplásmico. La amplia presencia de DHNs en diferentes localizaciones subcelulares y sus funciones 
protectoras frente al daño causado por la deshidratación inducida por estrés son bases ampliamente 
aceptadas, sin embargo, su mecanismo de acción hasta el momento no es del todo conocido. Pese a que 
inicialmente se propuso que la funcionalidad de las dehidrinas se debía a su capacidad de unión a proteínas 
no nativas para mantenerlas en un estado competente plegado y evitar la agregación irreversible, estudios 
recientes revelan que la mayoría de las dehidrinas investigadas tienen una función más allá del papel clásico 
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de chaperonas moleculares (Hincha y Thalhammer, 2012). Se ha sugerido que las dehidrinas actúan como 
moléculas de unión a agua, en secuestro iónico y en estabilización de membranas y macromoléculas 
intracelulares sensibles a estrés, como el citoesqueleto y ácidos nucleicos (Wang et al., 2003). Distintos 
trabajos, han demostrado que, debido a su estructura flexible y desordenada, estas proteínas pueden actuar 
en condiciones de estrés por frío y desecación como un tipo de escudo molecular, formando una barrera 
física entre moléculas y previniendo el contacto entre ellas manteniéndolas en un estado competente, de 
manera que previenen su agregación irreversible e inactivación bajo condiciones de estrés hídrico (Goyal 
et al., 2005). Sin embargo, no es la única función asociada con la tolerancia al estrés de las dehidrinas, ya 
que sus residuos aminoacídicos cargados podrían actuar como secuestradores de los iones que se 
incrementan en el interior de la célula a causa del estrés (Hara et al., 2010), estando la unión a iones 
metálicos relacionada con un papel antioxidante (Hara et al., 2005). Además, se ha observado que DHNs 
inducidas por las bajas temperaturas pueden proteger in vitro enzimas lábiles a la congelación como la 
lactato deshidrogenasa (LDH) (Sanchez-Ballesta et al., 2004; Hughes y Graether, 2011; Rosales et al., 2014) 
y prevenir el crecimiento de cristales de hielo en una manera similar a las AFPs (Wisniewski et al., 1999). 
Trabajos recientemente realizados con DHN-5 de trigo y con DHN1a de uva de mesa Cardinal sugirieron 
que los segmentos K son indispensables para las funciones protectoras de las DHNs (Drira et al., 2013; 
Rosales et al., 2014). Además, se ha documentado que la región flexible  junto con la presencia de los 
segmentos K son requeridos para asegurar que las DHNs sean lo suficientemente grandes para evitar la 
desnaturalización de las enzimas (Hughes y Graether, 2011). Además de la conformación en α-hélice de 
los segmentos K, las de DHNs se presentan en su mayoría con una estructura secundaria al azar o random 
coil, formando así el máximo número posible de enlaces de hidrógeno con las moléculas de agua vecinas y 
el mínimo número de enlaces intramoleculares, por lo que son proteínas carentes de estructura terciaria 
denominadas como intrínsecamente desestructuradas. Debido a este estado desestructurado y a su gran 
capacidad de unión de moléculas de agua, las DHNs pueden, bajo condiciones de deshidratación, 
participar en el mantenimiento del volumen celular original y la distancia entre complejos, previniendo así 
el colapso celular, lo que les permite interactuar periféricamente con membranas para favorecer su 
estabilidad (Hincha y Thalhammer, 2012).  
Diferentes estudios han mostrado la importancia de los genes que codifican DHNs en la respuesta 
de las plantas al estrés por bajas temperaturas. La sobreexpresión CuCOR19 de Citrus unshiu en tabaco 
incrementó la tolerancia de las plantas a la congelación (Hara et al., 2003). Asimismo, plantas de Arabidopsis 
que sobreexpresaron combinaciones de diferentes tipos de dehidrina mejoraron la supervivencia cuando 
se expusieron a congelación en comparación con las plantas control (Puhakainen et al., 2004). Por otro 
lado, se ha relacionado la expresión de genes que codifican distintas dehidrinas en el flavedo de pomelo 
con la tolerancia a los daños por frío inducida por tratamientos postcosecha con altas temperaturas (Porat 
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et al., 2002; Sapitnitskaya et al., 2006). Weiss y Egea-Cortines (2009) indicaron que, en tomate, un gen 
homólogo a una dehidrina podía ser utilizado como un marcador transcripcional del estrés por bajas 
temperaturas en hojas y tomates maduros. Sin embargo, plantas transgénicas de tabaco que 
sobreexpresaron dos dehidrinas de espinaca inducibles por frío no presentaron ningún cambio 
significativo en la tolerancia a la congelación (Kaye et al., 1998). Estos resultados podrían indicar que, o 
bien no todas las dehidrinas contribuyen a la tolerancia a estrés en las plantas, o que necesitan otros factores 
para la activación como se ha sugerido en plantas transgénicas de fresa (Houde et al., 2004).  
En el caso de V. vinifera, hasta la fecha se han identificado cinco genes que codifican proteínas tipo 
DHN, los cuales han sido referidos en la literatura como DHN1a, DHN1b, DHN2, DHN3 y DHN4 (Xiao 
y Nassuth, 2006; Yang et al., 2012). Se ha observado que DHN1a, DHN1b, DHN2, y DHN4 presentaban 
un splicing alternativo, que consistió en la retención de un intrón que dio lugar a proteínas truncadas (Xiao 
y Nassuth, 2006; Fernández-Caballero et al., 2012b; Yang et al., 2012; Navarro et al., 2015). El splicing 
alternativo en respuesta a estreses ambientales permite a las células sintetizar distintas proteínas de un solo 
gen. Los polipéptidos acortados que se forman después del splicing alternativo no son necesariamente 
formas sin función de la proteína de secuencia completa. En Arabidopsis, el estrés por bajas y altas 
temperaturas regulan el splicing alternativo de pre-ARNms de distintas proteínas ricas en serina y argina, 
una familia conservada de reguladores del splicing en eucariotas (Palusa et al., 2007). En este sentido, la 
exposición de plántulas de Vitis a 4 ºC activó mayoritariamente los transcritos unspliced de DHN1a, que 
codifica una dehidrina de tipo YSK2, en hojas y yemas de V. riparia mientras que en V. vinifera se observó 
un incremento en la acumulación tanto de los transcritos spliced como unspliced. Además, en este trabajo se 
sugiere que la mayor inducción temprana de DHN1a en V. riparia en comparación con V. vinifera podría 
conferirle mayor tolerancia a la congelación. Igualmente, Yang et al. (2012) observaron que junto con la 
inducción de DHN1 otro miembro de la familia de las dehidrinas de Vitis, DHN2, también incrementaba 
los niveles de los transcritos por las bajas temperaturas en hojas, aunque la DHN1 parecía ser más sensible. 
Curiosamente, la inducción fue mayor en V. vinifera que en V. yeshanensis, lo cual es contrario a los niveles 
de sensibilidad a las bajas temperaturas entre las dos especies.  
En uva de mesa, trabajos previos mostraron que el tratamiento con altos niveles de CO2 a bajas 
temperaturas aplicado a racimos de uva Cardinal indujo la expresión de los transcritos DHN1a spliced y 
unspliced en piel, pulpa y semillas (Fernández-Caballero et al., 2012c) y de DHN2 y DHN4 spliced y unspliced 
en la piel (Navarro et al., 2015). Además, se mostró el incremento de acumulación de las proteínas DHN17 
y DHN22, que codifican los genes DHN1a y DHN4 en la piel de uva Cardinal mediada por el tratamiento 
con altos niveles de CO2 (Navarro et al., 2015).  
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4.5.2. Proteínas de respuesta a patogénesis (familia PR-5) 
Una de las respuestas más frecuentes en las plantas frente al ataque por patógenos es la 
acumulación de proteínas PRs. Abeles et al. (1971) sugirieron que las proteínas β-1,3-glucanasa y quitinasa 
podían participar en la defensa frente a patógenos fúngicos. Por la misma época, las PRs fueron descritas 
por primera vez como un conjunto original de proteínas que se acumulaban en las hojas de tabaco en 
relación con la respuesta hipersensitiva a la infección por el virus del Mosaico del Tabaco (Van Loon y 
Van Kammen, 1970). A día de hoy se han identificado proteínas PR en numerosas mono y dicotiledóneas 
de diferentes géneros, por lo que se puede considerar que se encuentran distribuidas de un modo ubicuo 
en el reino de las plantas. La última propuesta en la clasificación de proteínas PR establece la existencia de 
17 familias diferenciadas que, se supone, son inducidas como respuesta a infecciones por patógenos (o en 
situaciones asociadas a la infección), estímulos ambientales como bajas temperaturas o durante el 
desarrollo (Boller, 1988; Neuhaus, 1999; van Loon et al., 2006). En este sentido, se ha observado que los 
transcritos de genes que codifican proteínas PR-2 (-1,3-glucanasas), PR-3 (quitinasas), y PR-5 (proteínas 
de la familia taumatina) entre otras, se acumulan durante la aclimatación al frío en trigo y centeno de 
invierno (Gaudet et al., 2000, 2003a, b; Kuwabara et al., 2002). Asimismo, en chirimoya se puso de 
manifiesto un incremento en la acumulación de una isoenzima -1,3-glucanasa básica y varias quitinasas 
ácidas en frutos conservados a bajas temperaturas (Goñi et al., 2009). En el caso de uva de mesa, durante 
la conservación a bajas temperaturas también se observó una acumulación de los transcritos que codifican 
proteínas PR-2 y PR-3 (Romero et al., 2006, 2008a; Fernández-Caballero et al., 2009). Se ha descrito además 
que, de entre las PRS, las -1,3-glucanasas, quitinasas y proteínas tipo taumatina pueden presentar actividad 
anticongelante en el espacio apoplástico, lo que significa que son capaces de inhibir la recristalización de 
hielo intercelular e incluso prevenir la formación de hielo intracelular (Wisniewski et al., 1999; Griffith y 
Yaish, 2004; Renaut et al., 2006). No obstante, en la bibliografía también existen diversos ejemplos de 
proteínas PR que muestran funcionalidades crioprotectoras adicionales y que no poseen la capacidad de 
inhibir la recristalización del hielo. En este sentido, se ha descrito la actividad crioprotectora de una -1,3-
glucanasa de clase I de tabaco frente a la membrana de tilacoides (Hincha et al., 1997) o el efecto 
crioprotector de una proteína PR-5 de dulcamara (Newton y Duman, 2000) y de una quitinasa de clase II 
de arándano (Kikuchi y Masuda, 2009) sobre protoplastos sometidos a tratamientos de 
congelación/descongelación. Asimismo, se ha observado el efecto crioprotector de una proteína PR-5 de 
cacahuete (Dave y Mitra, 1998) o una -1,3-glucanasa y una quitinasa de clase I de uva de mesa (Romero 
et al., 2008a; Fernández-Caballero et al., 2009) sobre la LDH tras varios ciclos de 
congelación/descongelación. Además, Dagar et al. (2010) sugieren que la acumulación de diferentes 
precursores de taumatina, que se encuentran en las paredes celulares de frutos de melocotón cv Hermoza 
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sensibles a los daños por frío, podría deberse a la implicación de esta familia de proteínas en la protección 
frente a los cambios estructurales de la pared celular que acompañan el inicio de los daños por bajas 
temperaturas en la fruta de hueso y que resultan en el desarrollo de harinosidad. 
Los miembros de la familia PR-5 están muy conservados en las especies vegetales. La secuencia de 
aminoácidos de todas las proteínas PR-5 suele constar de unos 200 residuos, con masas moleculares que 
oscilan entre los 21 y 26 kDa y que muestran un alto grado de homología con la proteína taumatina (TLP) 
aislada de frutos de la planta Thaumatococcus daniellii (Van der Wel, 1972; Datta et al., 1999), de donde 
adquieren su nombre. Estas proteínas también han sido denominadas permeatinas, debido a que se cree 
que algunos miembros de la familia PR-5 tienen la capacidad de crear poros transmembranales (Abad et 
al., 1996; Anžlovar y Dermastia, 2003). 
Dentro de la familia PR-5 es posible distinguir diferentes subgrupos. Los miembros de la subclase 
ácida suelen encontrarse en los espacios extracelulares. A diferencia de la mayoría de las proteínas PR5 de 
plantas, tanto la osmotina como las proteínas similares a osmotina son isoformas básicas que se acumulan 
presumiblemente en las vacuolas de las células en lugar de extracelularmente (Anžlovar y Dermastia, 2003). 
La osmotina es una TLP que se consideró originalmente como una proteína inducida por estrés osmótico 
en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) (Singh et al., 1989). El análisis de las secuencias de aminoácidos 
ha permitido confirmar la alta identidad entre las osmotinas de diferentes especies de plantas (revisado por 
Anžlovar y Dermastia, 2003).  
Actualmente, se sabe que la familia de proteínas TLPs, incluyendo osmotinas, contienen una 
secuencia identificativa G-x-[GF]-x-C-x-T-[GA]-D-C-x(1,2)- [GQ]-x(2,3)-C (Jami et al., 2007; Tachi et al., 
2009). Además, contienen 16 residuos de cisteína entre los que se establecen puentes disulfuro, que ayudan 
a la estabilización de la molécula, a su correcto plegamiento y a su alta estabilidad bajo condiciones 
extremas de pH y temperatura (Fierens et al., 2009). También, contienen un péptido señal de secreción en 
el extremo N-terminal y suelen presentar otro péptido señal en el extremo C-terminal determinante para 
su correcta localización en vacuolas, sin el cual se dirigirían al apoplasto (Melchers et al., 1993). Las 
estructuras 3D de taumatina (Ogata et al., 1992) y osmotina (Min et al., 2004) son similares, conteniendo 
tres dominios diferenciados. El dominio I conforma el núcleo central de la molécula, y está compuesto 
por 10 láminas-β plegadas. El dominio II consiste en un conjunto de bucles con gran abundancia de 
puentes disulfuro, que puede estar implicado en la interacción con otras moléculas (Drenth et al., 1980). 
Aunque la secuencia de aminoácidos de este dominio varíe entre las diferentes PR-5, el plegamiento del 
dominio es similar gracias a que los puentes disulfuro sí están conservados y mantienen la estructura 
(Koiwa et al., 1999). Junto al dominio I, el dominio II forma una hendidura grande sobre la superficie de 
la proteína, que puede tener naturaleza ácida o básica. En las taumatinas con actividad antifúngica ésta 
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hendidura es ácida debido a la presencia de cinco aminoácidos altamente conservados (arginina, ácido 
glutámico, y tres residuos de ácido aspártico) que se cree que son relevantes en la unión específica al 
receptor para su actividad antifúngica (Batalia et al., 1996; Koiwa et al., 1999; Min et al., 2004). Sin embargo, 
cuando la hendidura tiene naturaleza básica, la proteína no presenta capacidad antifúngica (Min et al., 2004). 
Por último, el dominio III consiste en un pequeño bucle con dos puentes disulfuro (Koiwa et al., 1999).  
Se cree que la capacidad antifúngica de las taumatinas y osmotinas está relacionada con la capacidad 
de dichas proteínas de romper las paredes celulares de los hongos patógenos. Algunos miembros de la 
familia de taumatinas muestran actividad -1,3-glucanasa, (siendo el -1,3-glucano uno de los 
componentes más abundantes de la pared celular de hongos) y otros se comportan como inhibidores de 
xilanasas (enzima indispensable para la infección de B.) (revisado por Liu et al., 2010). Además de su papel 
en la resistencia al ataque por patógenos, las TLPs que se acumulan en el apoplasto intervienen en la 
adaptación de la planta a climas fríos. La funcionalidad de las proteínas de la familia TLP en respuesta a 
estrés abiótico (frío, sequía y salinidad) puede estar mediado, en parte, por la funcionalidad que han 
mostrado algunos miembros de esta familia de proteínas anticongelantes (Yu y Griffith, 1999) o por su 
capacidad crioprotectora (Wang y Duman, 2006) por su interacción directa con las proteínas (Takemoto 
et al., 1997; Trudel et al., 1998). D’angeli y Altamura (2007) demostraron que una osmotina de tabaco 
sobreexpesada en olivo indujo protección frente al frío al estar implicada en la muerte celular programada, 
en la regulación de las alteraciones del citoesqueleto y en el bloqueo de las señalización de calcio inducida 
por el frío. En un análisis transcriptómico en el que se compararon variedades de mandarina sensibles 
(Fortune) y tolerantes (Clemetina de Nules) a las bajas temperaturas durante su conservación postcosecha, 
se identificó la expresión diferencial del unigen aCL76Contig1, correspondiente a taumatina, siendo la 
inducción más tardía en los frutos sensibles al frío que en los tolerantes (Brun, 2010) 
A pesar de que se conoce la progresiva acumulación de proteínas TLP en procesos relacionados 
con la maduración de la uva (Tattersall et al., 1997), no hay información sobre el comportamiento de familia 
de proteínas durante la conservación postcosecha a bajas temperaturas en uva de mesa, así como el posible 
efecto que el pretratamiento con altos niveles de CO2 podría tener en la regulación de esta familia de 
proteínas.  
 
4.5.3. Los Factores de transcripción 
En condiciones de estrés, la regulación de la expresión génica está determinada por la tasa de 
transcripción, que va a depender de varios factores de transcripción y de sus interacciones con secuencias 
regulatorias en el promotor de los genes diana (Agarwal y Jha, 2010). Los factores de transcripción son 
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proteínas capaces de unirse específicamente a secuencias cortas de ADN (elementos en cis), activando y/o 
reprimiendo la transcripción de genes específicos y, por lo tanto, siendo responsables de controlar los 
patrones temporales y espaciales de transcripción (Riechmann et al., 2000). De esta manera, los factores de 
transcripción modulan la tasa de transcripción de sus genes diana a través de un sistema denominado 
regulón (Nakashima et al., 2009). En plantas, se estima que entre un 5-10% del genoma codifica factores 
de transcripción, lo que indica la complejidad de la regulación transcripcional en las mismas (Udvardi et 
al., 2007). 
 
4.5.3.1. Los factores de transcripción CBF/DREB 
De entre las diferentes rutas de señalización en respuesta al frío, la vía dependiente de los factores 
de transcripción de la familia CBF/DREB es la mejor caracterizada y la principal vía reguladora en 
respuesta a las bajas temperaturas (Chinnusamy et al., 2007). Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki (1994) 
identificaron un elemento que actúa en cis en el promotor del gen RD29A (Responsive to Dehydratation 29A), 
un gen inducido por sequía, salinidad y frío. Este elemento mostró una secuencia conservada de 9 pb 
(TACCGACAT) llamada DRE (elemento de respuesta a la deshidratación) que es esencial para regular la 
inducción de RD29A de Arabidopsis en la respuesta independiente-ABA por deshidratación y bajas 
temperaturas. Elementos similares que actúan en cis, llamados CRT, contienen el motivo GCCGAC, que 
regula los promotores de genes inducibles por frío (Stockinger et al., 1997; Thomashow, 1999). Los cDNAs 
que codifican proteínas DRE-/CRT-binding, CBF/DREB1, y DREB2 fueron aislados usando el sistema 
de un hibrido de levadura (Stockinger et al., 1997; Liu et al., 1998). Sin embargo, aunque las proteínas 
CBF/DREB1 y DREB2 se unen al elemento DRE/CRT, CBF/DREB1 lo hace a través de la expresión 
génica en respuesta a bajas temperaturas, mientras que DREB2 está involucrada en la expresión génica en 
respuesta a sequía, lo que indica la existencia de un entrecruzamiento entre la expresión de genes inducidos 
por frío y sequía a través del elemento DRE/CRT (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005). 
Los factores de transcripción CBF/DREB1s contienen un dominio de unión al DNA conservado 
en las proteínas APETALA2/Ethylene Response Factor (AP2/ERF), que se une específicamente a la 
secuencia DRE/CRT y activan la transcripción de genes inducidos por esta secuencia (Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2006). Dentro del dominio AP2 se encuentran dos aminoácidos funcionales 
conservados (valina (V) y ácido glutámico (E)) en los residuos 14 y 19, respectivamente, que se cree que 
son sitios cruciales para la unión de los factores de transcripción a las secuencias centrales DRE/CRT (Liu 
et al., 1998). Los CBF/DREB1s suelen contener, además, una región aminoacídica N-terminal básica, 
actuando como una señal de localización nuclear (NLS), y una región rica en Ser/Thr conservada 
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adyacente al dominio AP2 de unión ADN. Estos factores de transcripción contienen también una región 
C-terminal ácida que se prevé que puede tener propiedades de trans-activación (Stockinger et al., 1997).  
Los CBF/DREB1s forman parte de un grupo de factores de transcripción identificados como la 
primera señal que activa genes inducidos por bajas temperaturas (Chinnusamy et al., 2007; Thomashow, 
2010; Zhao y Zhu, 2016). De hecho, los CBF/DREB1s controlan la expresión de aproximadamente el 
28% de los genes regulados por frío en Arabidopsis (Vogel et al., 2005). Se han identificado hasta seis genes 
CBF/DREB en Arabidopsis (Medina et al., 2011), tomate (Pennycooke et al., 2008), V. vinifera (Zhao et al., 
2014) y manzana (Wisniewski et al., 2011). Los diferentes miembros de esta familia de factores de 
transcripción exhiben patrones de expresión distintos, lo que puede dar lugar a diferentes respuestas 
funcionales al estrés por bajas temperaturas. Normalmente, los CBF/DREBs muestran una inducción 
muy rápida a nivel transcripcional después de la exposición a bajas temperaturas (Gilmour et al., 1998; 
Fowler y Thomashow, 2002). En plantas de tomate, mientras que los transcritos de LeCBF1 y LeCBF4 se 
indujeron durante 6-12 h en respuesta a las bajas temperaturas, ni LeCBF2 ni LeCBF3 alteraron sus 
patrones de transcripción en respuesta a este estrés (Zhang et al., 2004). Sin embargo, en hojas de Capsicum 
annuum los transcritos de CaCBF1A se acumularon en respuesta a la exposición a 4 ºC y se mantuvieron 
estables al menos durante 4 días (Kim et al., 2004).  
La sobreexpresión de CBF/DREB1s es suficiente para incrementar la tolerancia a las bajas 
temperaturas en plantas, incluyendo Arabidopsis (Novillo et al., 2007; Takuhara et al., 2011), patata (Pino et 
al., 2008), arándano (Oakenfull et al., 2013) y manzana (Wisniewski et al., 2011). Así, la sobreexpresión 
constitutiva de CBFs en Arabidopsis activó la expresión de genes que contienen elementos DRE/CRT 
entre los que se encuentran lo que codifican DHNs, tales como COR47 y ERD10 en condiciones normales 
de crecimiento e incrementó la tolerancia a la congelación en ausencia de estímulos de frío (Jaglo et al., 
2001; Gilmour et al., 2004). Además, en plántulas de arroz transgénicas que sobreexpresaron CBF1 se 
observó un incrementó en la expresión de una dehidrina (OsDhn1) (Lee et al., 2005). Sin embargo, el papel 
de esta familia de factores de transcripción en la respuesta de los frutos a la conservación postcosecha a 
bajas temperaturas o a la aplicación de tratamientos gaseosos no es del todo conocida. En tomate, Zhao 
et al. (2009a), detectaron una rápida acumulación de LeCBF1 durante la conservación postcosecha a 2 ºC, 
siendo correlacionada positivamente con la tolerancia a frío de los dos cultivares analizados (Lichun y 
Santiam). La conservación de frutos de melocotón a 0 ºC, temperatura que retrasa el desarrollo de los 
daños por frío, resultó en una mayor acumulación de los transcritos PpCBF1/5/6 que la observada en los 
frutos conservados a 5 ºC, temperatura a la que induce los daños por frío (Liang et al., 2013). Igualmente, 
Ma et al. (2014) relacionaron la tolerancia a bajas temperaturas inducida por tratamientos con altas 
temperaturas en frutos de kiwi con la expresión de un gen que codifica un CBF, AcCBF.  
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En Vitis, la mayoría de los estudios en los que se han analizado el papel de los CBF/DREBs en la 
tolerancia al frío se han realizado en plántulas. Así, en hojas de V. riparia y V. vinifera la acumulación de 
los transcritos de CBF3 y CBF4 se observó después de 1-2 días a bajas temperaturas (Xiao et al., 2006; 
Xiao et al., 2008) en contraste con la rápida inducción de CBF1 y CBF2 (Xiao et al., 2006). Recientemente, 
Aazami y Mahna (2017) han mostrado que tanto la exposición a bajas temperaturas de plántulas de V. 
vinifera cv. Sultania como el pretratamiento con ácido salicílico exógeno, indujeron la expresión de 
VvCBF4, al mismo tiempo que se mejoró la tolerancia de las plántulas al estrés por frío. V. riparia, que es 
endémica de regiones frías, toleró mejor la exposición a 4 ºC después de 10 días y presentó la inducción 
de cuatro CBFs en comparación con los resultados obtenidos en V. vinifera (Karimi et al., 2015). La 
sobreexpresión de VvCBF4 en V. vinifera cv. Freedom mejoró la tolerancia de las plantas a la congelación 
y redujo la pérdida de electrolitos inducida por la congelación en plántulas no aclimatadas (Tillett et al., 
2012). Del mismo modo, la sobreexpresión de genes CBF/DREBs de V. vinifera cv. Koshu (Takuhara et 
al., 2011) o V. riparia (Siddiqua y Nassuth, 2011) en Arabidopsis mejoraron la tolerancia a la congelación de 
las plantas transgénicas. Además, los resultados de Siddiqua y Nassuth (2011) indicaron que plantas de 
Arabidopsis que sobreexpresaron VrCBF1 o VrCBF4 mostraron un aumento en la acumulación de genes 
COR, incluyendo la dehidrina (COR47) y LEA_4 (COR15a), que tienen al menos un motivo DRE/CRT 
en su promotor (Kasuga et al., 1999).  
Trabajos previos han mostrado que la aplicación del pretratamiento gaseoso durante 3 días en uva 
de mesa cv. Cardinal indujo la expresión de CBF1 y CBF4 en la pulpa, así como de CBF4 en el raquis 
durante la conservación a 0 ºC (Fernández-Caballero et al., 2012). Sin embargo, en el mencionado estudio 
se indicó que la modulación de DHN1a por los altos niveles de CO2 y las bajas temperaturas parecía estar 
atribuida a una vía independiente de los CBF/DREBs. Por otro lado, en un trabajo reciente, se ha sugerido 
que el efecto beneficioso del tratamiento gaseoso manteniendo la calidad de uva de mesa Cardinal parece 
estar mediado por la regulación de los factores de transcripción ERFs (Romero et al., 2016), que pertenecen 
a la familia AP2/ERF, por lo que esta familia podría jugar un importante papel en el efecto del tratamiento 
gaseoso en los distintos tejidos del racimo. 
 
4.5.3.2. Los factores de transcripción WRKY 
Los WRKY pertenecen a una superfamilia de factores de transcripción característica de plantas, y 
están implicados en la regulación de distintos procesos biológicos tales como la respuesta a estrés abiótico 
o biótico, el crecimiento y el desarrollo de la planta (Wang et al., 2014b). Reciben su nombre por la región 
conservada WRKYGQK que se localiza en el extremo N-terminal de todos sus miembros (Rushton et al., 
1995; Rushton et al., 1996). Estudios posteriores mostraron que el dominio conservado WRKY puede 
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tener otras formas como WRKYGKK y WRKYGEK (Ross et al., 2007), e incluso el dominio conservado 
WRKY puede ser reemplazado por WKKY, WKRY, WSKY, WIKY, WRIC, WRMC, WRRY o WVKY 
(Zhang y Wang, 2005; Rushton et al., 2012). El dominio WRKY se encuentra adyacente a un dominio de 
dedos de zinc en el extremo C-terminal (Guo et al., 2014) de tipo C-X4-5-C-X22-23-H-X-H (C2H2) o C-
X7-C-X23-H-X-C (C2HC) dependiendo de si presentan dos histidinas (H) o una histidina y una cisteína 
(C). Los factores WRKY muestran una elevada afinidad por la unión al elemento cis denominado caja W 
(secuencia consenso: TTGACC/T). La especificidad de unión a esta caja se basa en la conservación del 
dominio WRKY, así como en los residuos de histidina y cisteína localizados en los dedos de zinc (Ülker y 
Somssich, 2004). A pesar de que la caja W es necesaria para que exista una interacción con del factor de 
transcripción, las secuencias adyacentes también juegan un papel importante, lo que permite a estos 
factores de transcripción tener preferencias individuales por ciertas secuencias (Rushton et al., 2010). Por 
otro lado, otros estudios han mostrado que distintos WRKYs pueden unirse al elemento PRE4 
(TGCGCTT), al elemento SURE (TAAAGATTACTAATAGGAA) o a la caja WK (TTTTCCAC). 
Según el número de dominios WRKY y el patrón del motivo de dedo de zinc, las proteínas de la 
superfamilia WRKY se dividieron en tres grupos principales (Eulgem et al., 2000). Las proteínas con dos 
dominios WRKY y dominios de dedos de zinc en forma C2H2 están agrupadas en el grupo I, mientras 
que las proteínas de los grupos II y III contienen un único dominio WRKY con dominios C2H2 y C2HC, 
respectivamente (Wang et al., 2014b). Los dos dominios WRKY de los miembros del grupo I parecen ser 
funcionalmente distintos; si bien el dominio localizado en el C-terminal parece ser responsable de la unión 
específica con el DNA, la función del dominio en N-terminal es la de aumentar la afinidad y especificidad 
de las proteínas por el sitio de unión. El dominio WRKY único de los grupos II y III es más parecido en 
secuencia al dominio C-terminal que al N-terminal de los del grupo I, sugiriendo que son funcionalmente 
equivalentes y constituyen el principal dominio de unión a DNA (Eulgem et al., 2000). 
Los niveles de expresión de los WRKYs en plantas se ven fuertemente incrementados en respuesta 
a heridas, infecciones por patógenos y numerosos estreses abióticos, además de la participación de 
determinados miembros de la familia en procesos de germinación, desarrollo y senescencia, (Ülker y 
Somssich, 2004). En cuanto a su participación en la respuesta de las plantas a estrés bióticos, la mayoría 
de las investigaciones referentes a los WRKY han indicado que distintos miembros de esta familia 
multigénica juegan un papel en la reprogramación transcripcional asociada a la respuesta inmune de las 
plantas (Edreva, 2005; Eulgem y Somssich, 2007; Pandey y Somssich, 2009). Asimismo, es sabido que la 
caja W, a la que unen estos factores de transcripción, puede ser encontrada en los promotores de genes 
que codifican PRs (Terrier, 2005). En comparación con la investigación sobre el estrés biótico, poco se 
sabe sobre la participación de estos factores de transcripción en las respuestas frente al estrés abiótico. La 
estricta regulación de las proteínas WRKY durante las respuestas de las plantas a estrés contribuyen a la 
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creación de redes de señalización complejas, y las importantes funciones de los WRKYs en las respuestas 
de estrés abiótico los hacen candidatos potenciales para otorgar tolerancia al estrés. Estudios recientes han 
demostrado que distintos genes WRKY son inducidos fuerte y rápidamente en respuesta a ciertos tipos 
de estrés abiótico, tales como la aplicación de altos niveles de CO2 durante el desarrollo de las plantas, así 
como en respuesta a heridas, sequía, salinidad, bajas y altas temperaturas o al estrés osmótico (Rushton et 
al., 2010; Bakshi y Oelmüller, 2014).  
La búsqueda de factores de transcripción WRKY en V. vinifera, ha dado lugar a la identificación de 
59 WRKYs. Wang et al. (2014) los clasificaron en 4 grupos, donde 12 WRKYs fueron asignados al grupo 
I, 39 al grupo II subdividido a su vez en 5 clases (a-e) en función de la presencia de los dominios 
estructurales cortos conservados (Ross et al., 2007) y 6 al grupo III. En el cuarto grupo se encuentran los 
WRKY29 y WRKY02 caracterizados por la ausencia del dominio dedos de zinc considerándose proteínas 
no funcionales. Se ha observado que la sobreexpresión de VvWRKY1 y VvWRKY2, aislados de V. vinifera 
cv. Cabernet Sauvignon en plantas de tabaco, mejora la respuesta frente a patógenos (Marchive et al., 2007; 
Mzid et al., 2007). Asimismo, se observó que VvWRKY1 está implicado en proporcionar una mayor 
protección frente a Botritys cinerea mediante la transactivación del promotor de VvLTP1 (Laquitaine, 2006) 
mientras que VvWRKY2 puede regular la lignificación y la respuesta al estrés biótico y abiótico en la vid 
(Guillaumie et al., 2010). Por otro lado, plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaban un 
VvWRKY aislado de Beigfeng, un cultivar interespecífico de V. thunbergii × V. vinífera mostró una mayor 
tolerancia a la deshidratación (Liu et al., 2010). En ápices de V. vinifera Muscat Hamburg, Wang et al. 
(2014b) observaron que, en general, el estrés por frío inducía rápidamente la expresión de VvWRKYs en 
comparación con otros tipos de estrés abiótico. De hecho, la expresión de la mayoría de estos genes se 
indujo desde la primera hora de imposición del estrés, mientras que la inducción causada por otros tipos 
de estrés era producida a partir de las 24 h, lo que podría estar relacionado con la mayor percepción del 
frío por las plántulas Vitis. A pesar de los numerosos avances fruto de los estudios funcionales en Vitis 
vinifera, la función biológica de la mayoría de los VvWRKY en los procesos fisiológicos y en la defensa de 
la planta resulta todavía desconocida. Asimismo, hasta el momento, los trabajos realizados en V. vinifera 
se han centrado en plántulas y poco se sabe de su papel en la respuesta de los distintos tejidos de los 
racimos a las bajas temperaturas y a la aplicación de elevados niveles de CO2. En este sentido, un análisis 
transcriptómico de los mecanismos de adaptación a elevadas concentraciones de CO2 en uva de mesa, 
realizado por el grupo de investigación utilizando el GeneChip® de Affymetrix mostró que el efecto del 
tratamiento con altos niveles de CO2 en la piel de uva Cardinal parece ser un proceso activo que requiere 
de distintos factores de transcripción, entre los que se encuentran los WRKYs (Rosales et al., 2016).
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral es establecer las bases fisiológicas y moleculares 
implicadas en la respuesta de uva de mesa cv. Autumn Royal a las bajas temperaturas y en el mecanismo 
de tolerancia activado por la aplicación, al inicio y durante la conservación postcosecha, de tratamientos 
cortos con altos niveles de CO2. 
Para la consecución del objetivo general se han desarrollado los siguientes objetivos específicos: 
1. Análisis de la efectividad de tratamientos con 20% de CO2 durante 3 días aplicados al inicio y a 
los 13 días de conservación a 0 ºC en uva de mesa cv. Autumn Royal, mediante la evaluación de diferentes 
parámetros de calidad, estructurales y metabólicos.  
2. Estudio del patrón de expresión de genes y proteínas dehidrinas y taumatinas en uva de mesa y 
su implicación en los mecanismos de tolerancia a bajas temperaturas y alteraciones fúngicas activados por 
los tratamientos gaseosos. Caracterización funcional in vitro de dehidrinas recombinantes. 
3. Identificación de factores de transcripción CBF/DREBs y WRKYs en uva de mesa y análisis de 
la modulación de su expresión por bajas temperaturas y altos niveles de CO2. Estudio de la implicación de 
estos factores de transcripción en la regulación transcripcional de dehidrinas y PRs. 
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1. MATERIAL VEGETAL 
1.1. Recolección y selección de los racimos de uva de mesa 
Para la realización de este trabajo se utilizaron racimos de uva de mesa tinta apirena (Vitis vinifera 
L.) cv. Autumn Royal procedentes de una finca propiedad de Frutas Esther S.A., situada en Abarán, 
Murcia, España (latitud: 38° 12'00 "N, longitud: 01° 24'00" W). Los racimos fueron recolectados 
aleatoriamente con un grado óptimo de maduración comercial en noviembre de 2013 y el mismo día de 
su recolección, se transportaron al Instituto de Ciencia y Tecnología de Alimentos y Nutrición (ICTAN-
CSIC, Madrid). Una vez en el laboratorio se descartaron aquellos racimos que presentaban defectos 
mecánicos o patológicos. 
1.2. Condiciones de conservación postcosecha 
Los racimos fueron divididos al azar en tres lotes y conservados en oscuridad con una humedad 
relativa de 95% en tres cabinas de metacrilato selladas de 1 m3 de capacidad, situadas en el interior de una 
cámara frigorífica semi-industrial equipada con termopares, y mantenidas a 0 ºC ± 0,5 ºC. Un lote fue 
conservado en condiciones atmosféricas durante 41 días (frutos no tratados, Aire). El segundo lote se 
sometió a un pretratamiento con una mezcla de gases que contenía 20% de CO2 + 20% de O2 + 60% de 
N2 durante 3 días y después se transfirió a aire en las mismas condiciones que los racimos control durante 
38 días (frutos tratados, CO2). El tercer lote (frutos tratados, CO2/CO2) se mantuvo en las mismas 
condiciones que el lote CO2 hasta el día 13 de conservación, cuando fue expuesto durante otros tres días 
a un segundo tratamiento con 20% de CO2 (Figura 3). Una vez finalizado el segundo tratamiento 
gaseoso, los frutos se transfirieron de nuevo a aire en las mismas condiciones que los frutos control hasta 
el final del periodo de conservación. Durante los 3 días de tratamiento gaseoso, la atmósfera interior de 
las cabinas se mantuvo en los niveles requeridos aplicando la mezcla gaseosa en flujo continuo (180 ml 
min-1) y humedad relativa del 85-90%. La concentración de O2 y CO2 se registró diariamente con un 
analizador de gases PBI Dansensor, Checkmate 9900.  
Figura 3. Tratamientos postcosecha aplicados a racimos de uva de mesa cv. Autumn Royal . En negro 
se indica el tiempo de exposición de los racimos a aire y en rojo a atmósferas con 20% CO2 durante la conservación a 0 ºC. 
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1.3. Preparación y toma de muestras  
Al inicio, y previamente a la separación de los racimos en los lotes mencionados anteriormente, se 
seleccionaron 5 racimos (unos 3 kg) al azar, que constituyeron el grupo denominado “frutos recién 
recolectados” o “tiempo 0”. Además de los distintos lotes se recogieron, aleatoriamente, 5 racimos los días 
3, 13, 16, 28 y 41 de conservación a 0 ºC, en aquellos no tratados y tratados con CO2, y los días 16, 28 y 
41 en aquellos tratados con CO2/CO2. Una vez realizados los análisis de calidad (físicos y físico-químicos), 
se recogieron muestras de raquis, piel (exocarpio) y pulpa (mesocarpio) por separado, que fueron 
congeladas en N2 líquido. Estas muestras se conservaron a -80 ºC en un congelador Elite Plus ULT 1786-
6 V41 (Revco, ThermoScientific, EE.UU.) hasta su posterior análisis. 
Paralelamente, los días 0, 28 y 41, se separaron 5 bayas de los racimos de cada lote, que se cortaron 
transversal y radialmente para obtener porciones que se fijaron para posteriores ensayos de microscopía 
(como se indica en el apartado 12 de Materiales y Métodos). 
 
2. PARÁMETROS DE CALIDAD 
2.1. Contenido en agua  
El contenido de agua relativa se estimó utilizando 15 bayas cada día de muestreo de cada grupo 
que se cortaron longitudinalmente en cuatro piezas con un bisturí y se secaron a 75 ºC hasta alcanzar peso 
seco constante. Se estableció como peso seco constante el obtenido después de realizar tres mediciones 
de peso consecutivas sin obtener variaciones en las mismas. La pérdida de agua se indica como la diferencia 
del contenido de agua en porcentaje (g 100 g-1 PF) respecto a los valores de los frutos recién recolectados.  
 
2.2. Pérdida de peso del racimo 
La pérdida de peso del racimo se determinó restando el peso de cada uno de los 5 racimos del 
grupo los 41 días de conservación en frío al obtenido en el día 0. Los resultados se expresaron como 
porcentaje de PF (g 100 g-1 PF). 
 
2.3. Granos caídos 
La determinación de los granos caídos se expresó como el porcentaje en peso (g) de bayas 
desprendidas de los racimos con respecto al PF del lote tras 41 días de conservación en frío (g 100 g-1 PF). 
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2.4. Incidencia de la podredumbre 
El ataque fúngico durante la conservación se determinó en base a la cantidad de granos que 
presentaban podredumbre tras desgranar el racimo para la toma de muestras. Se determinó el peso de las 
bayas dañadas y la podredumbre se expresó como el porcentaje en peso de bayas infectadas con respecto 
al PF de los racimos. 
 
2.5. Índice de pardeamiento del raquis 
La evaluación del pardeamiento del raquis se llevó cabo utilizando una escala visual: (0) sin daño 
(raquis entero incluyendo los pedicelos, verde brillante), (1) ligero (raquis en buenas condiciones con color 
verde-gris en los pedicelos), (2) moderado (raquis secundario y pedicelos de color verde-marrón), (3) 
intenso (raquis secundario y pedicelos de color marrón y raquis primario verde con zonas marrones, (4) 
severo (pedicelos y raquis secundario y primario marrones). 
 
2.6. Contenido de sólidos solubles (SSC)  
El contenido de azúcares se determinó a través de la cuantificación del contenido de sólidos 
solubles de la baya (los azúcares representan el 90-94% del contenido total de sólidos solubles en uva) y 
se expresó en la escala Brix (ºBrix: % en peso; 1 ºBrix = 1 g de azúcar por 100 gramos de disolución). La 
medida se realizó a partir del zumo obtenido de 15 uvas prensadas y utilizando un refractrómetro digital 
Dbx30 (Atago, Japón) con corrección automática de temperatura a 20 ºC. 
 
2.7. Acidez titulable y pH 
La acidez titulable se determinó por volumetría a través de la adición de NaOH 0,1 N hasta pH 
8,1, mediante el titulador Mettler DL70 acoplado a un cambiador de muestras Mettler ST20 y a una balanza 
Mettler AT100 (Mettler Toledo). La medida se realizó a partir del zumo obtenido de 15 uvas prensadas, la 
titulación se llevó a cabo con NaOH 0,1 N hasta “punto final” (pH 8,1) y los resultados se expresaron en 
% de ácido tartárico, ácido orgánico más abundante en uvas. 
La medida de pH se realizó a partir del zumo obtenido del prensado de 15 uvas usando un medidor 
de pH (Crison) con electrodo de vidrio. 
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2.8. Medidas mecánicas 
Las pruebas de punción de la piel, compresión de la baya y resistencia a la cizalladura del raquis se 
realizaron con el analizador de textura TA.XT2 plus (Texture Technologies Corp., Scarsdale, NY, 
E.E.U.U) controlado por el Software Texture Exponent (Texture Technologies and by Stable Micro 
Systems, Ltd., Scarsdale, NY, E.E.U.U). 
 
2.8.1. Ensayo de penetración (punción) 
La prueba de punción, medida de la resistencia de la piel a la penetración, se llevó a cabo sobre la 
zona más meridional de 20 uvas en posición horizontal, utilizando una sonda de aguja de acero inoxidable 
de 2 mm de diámetro (P/2N, Aname Instrumentación Científica) sujeta a una célula de carga de 30 kg. La 
distancia de penetración fue de 5,0 mm y la velocidad de descenso de 20 mm min-1. Se generaron las 
correspondientes curvas fuerza-penetración y se registró la fuerza necesaria en Newton (N) para romper 
la piel.  
 
2.8.2. Ensayo de compresión 
La medida instrumental de la textura mediante el ensayo de compresión, se llevó a cabo sobre la 
zona más meridional de 20 uvas en posición horizontal, utilizando una sonda cilíndrica de 36 mm de 
diámetro de acero inoxidable (P/36R, Aname Instrumentación Científica) sujeta a una célula de carga de 
30 kg. Se aplicó una fuerza de activación de 3 g a una velocidad de ensayo de 20 mm min-1. Se generaron 
las correspondientes curvas fuerza-deformación y se analizó la fuerza en N ejercida cuando las bayas 
presentaron un 50% de deformación. 
 
2.8.3. Ensayo de resistencia a la cizalladura del raquis 
En el ensayo de determinación de la resistencia a la cizalla del raquis se utilizó una cuchilla de corte 
(A/BS, Aname Instrumentación Científica) sujeta a una célula de carga de 30 kg. El ensayo se realizó sobre 
15 secciones de raquis primario de cada lote de 10 cm de longitud, a temperatura ambiente. Se aplicó una 
distancia de 15 mm, una autofuerza de 5 g y una velocidad de ensayo de 120 mm min-1. Se generaron las 
correspondientes curvas fuerza-cizalla y se determinó la fuerza máxima en N ejercida para seccionar 
completamente la muestra. 
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3. DETERMINACIÓN DEL ESTRÉS OXIDATIVO 
La concentración de malonildialdehído (MDA) y el contenido de peróxido de hidrógeno se 
determinaron en la pulpa de las bayas de los distintos lotes con la finalidad de obtener información sobre 
el nivel de daño oxidativo celular. 
 
3.1. Determinación del grado de peroxidación lipídica  
La concentración de MDA (producto final de la peroxidación lipídica) se determinó utilizando el 
método del ácido-2-tiobarbitúrico (TBARS) según el protocolo descrito por Ederli et al. (1997) con 
modificaciones. Se homogeneizaron 0,5 g de pulpa congelada y pulverizada en 1,5 ml de ácido 
tricloroacético (TCA) frío al 5% y se centrifugaron a 10.000 x g durante 15 min a 4 ºC. Se recogió el 
sobrenadante y se mezclaron 150 μl del mismo con 600 μl de 0,5% (v/v) TBARS en TCA al 15% (v/v). 
La mezcla se calentó a 100 ºC durante 30 min y se enfrió rápidamente. Se midió la absorbancia a 532 nm 
y se le restó la absorbancia no específica medida a 600 nm en un espectrofotómetro de microplacas 
(PowerWawe XS, BioTek, Francia) equipado con un incubador de temperatura interno y un agitador para 
análisis cinético y espectral. El contenido de MDA se estimó utilizando un coeficiente de extinción molar 
de 155 mmol l-1 cm-1. Los resultados se expresaron como el contenido relativo, en nmol por g de PF, 
respecto a los niveles encontrados en los frutos recién recolectados. Se presentan los resultados medios de 
dos análisis en tres muestras biológicas diferentes. 
 
3.2. Determinación del contenido de peróxido de hidrógeno 
Se midió la tasa de descomposición del peróxido de hidrógeno por colorimetría mediante la 
oxidación de yoduro de potasio, según el protocolo descrito por Alexieva et al. (2001) con modificaciones. 
Se homogeneizaron 1 g de pulpa congelada y pulverizada con 3 ml de TCA al 0,1%, centrifugándose 
posteriormente a 12.000 x g durante 15 min a 4 ºC. La mezcla de reacción consistió en 0,25 ml del 
sobrenadante en TCA al 0,1%, 0,25 ml de tampón fosfato potásico 100 mM, pH 7,0 y 1 ml de KI 1 M. El 
blanco constaba de TCA al 0,1% en ausencia del extracto de pulpa. La reacción se realizó a temperatura 
ambiente (20-22 ºC) durante 1 h y se midió la absorbancia a 390 nm. Para la cuantificación se utilizó una 
curva de calibración obtenida con disoluciones estándar de H2O2 de concentraciones comprendidas entre 
0 y 150 μM preparadas en TCA al 0,1%. Para realizar las medidas de absorbancia se utilizó un 
espectrofotómetro de microplacas PowerWave XS (BioTek, Francia). Los resultados se expresaron como 
el contenido relativo de H2O2, en nmol por g de PF, respecto a los niveles encontrados en los frutos recién 
recolectados. Se presentan los resultados medios de dos análisis en tres muestras biológicas diferentes.  
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4. DETERMINACIÓN CROMATOGRÁFICA DE OSMOLITOS ORGÁNICOS 
4.1. GABA, prolina y GB 
Para la determinación de GABA, prolina y GB se homogeneizaron 0,5 g de piel y pulpa congelada 
y pulverizada en 4 ml de metanol frío. Tras una incubación de 30 min en hielo con agitación, la muestra 
se centrifugó a 10.000 x g durante 30 min a 4 ºC. Posteriormente, se realizó un fraccionamiento del 
sobrenadante añadiendo 2 ml de cloroformo y 2,4 ml de agua Milli-Q. A continuación, la muestra se 
almacenó a 4 ºC durante 16-18 h. Se recogió la fase acuosa superior y se concentró a sequedad bajo una 
corriente de nitrógeno a 30 ºC. Las muestras secas se resuspendieron en 5 ml de agua Milli-Q y se filtraron 
a través de filtros de nylon con tamaño de poro de 0,45 μm. El contenido de GABA, prolina y GB se 
determinó mediante cromatografía de líquidos con detector de masas híbrido cuadrupolo- tiempo de vuelo 
(LC-QTOF-MS), utilizando un cromatógrafo de líquidos Agilent 1200 acoplado a un espectrómetro de 
masas QTOF Agilent G6530A-QTOF Accurate Mass con fuente de ionización a presión atmosférica 
electrospray (ESI) con tecnología JetStream. Las muestras (1 μl) se separaron en una columna Zorbax 
Eclipse XDB-C8 de 5 μm 4,6 x 150 mm (Agilent Technologies) y se eluyeron con una fase móvil isocrática 
formada por una mezcla (75:25 v/v) de agua desionizada que contenía 0,1% de ácido heptafluorobutírico 
y 0,1% de ácido fórmico (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B), a un caudal de 1 ml min-1 a 30 ºC. El 
método de adquisición QTOF fue de alta resolución de 4 GHz, con un rango dinámico extendido de 1700 
m/z. La ionización por ESI se usó con un flujo de gas de secado de 10 l min-1 a 125 ºC, un flujo de gas de 
cortina de 10 l min-1 a 300 ºC, un nebulizador a 40 psi, un voltaje del capilar de 2500 V, un voltaje de 
fragmentación de 90 V, y un voltaje de celda de aceleración de 65 V. Los experimentos fueron llevados a 
cabo a la polaridad positiva con las masas de referencia (m/z 121.0509 y 922.0098). La adquisición de 
datos (versión B.05.01) y el análisis cualitativo (B.07.00) se realizaron en un software de estación de trabajo 
MassHunter (Agilent Technologies). El GABA, la prolina y la GB se identificaron por su tiempo de 
retención y los valores m/z, cuantificándose sobre la base de una curva de calibración derivada de los 
aminoácidos patrón. El contenido de aminoácidos se expresó como el aumento relativo en nmoles por g 
de PF con respecto a los niveles encontrados en los frutos recién recolectados. Se presentan los resultados 
medios de dos análisis en tres muestras biológicas diferentes. 
4.2. Trehalosa 
La determinación de los niveles de trehalosa se realizó según el método descrito por Navarro et al. 
(2015). Aproximadamente 2 g de cada muestra de piel o pulpa se homogeneizaron en 3 ml de agua Milli-
Q previamente calentada a 40 ºC y se hirvieron durante 15 min. La suspensión se sonicó durante 2 min a 
40 ºC y se centrifugó a 10.000 x g durante 20 min a 4 ºC, después de lo cual los sobrenadantes se filtraron 
a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,45 µm de poro. El contenido en trehalosa se determinó 
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usando cromatografía de intercambio aniónico de alto rendimiento con detección amperométrica de pulso 
(HPAEC-PAD), equipada con una columna Hamilton RCX30 (250 × 4,6 mm, 5 µm de tamaño de 
partícula) en un sistema de iones Bioscan (Bioscan 817), un detector amperométrico de pulsos y un 
electrodo de trabajo de oro. Se inyectaron las muestras (20 µl) usando un muestreador automático (838 
Advanced Sample Processor, Metrohm) y se eluyeron de la columna con un gradiente isocrático de NaOH 
150 mM durante 10 min a un flujo de 1 ml min-1. Los datos se obtuvieron con el software ICNet 2.3 
Metrohm. La trehalosa se identificó por su tiempo de retención y se cuantificó en base a la curva de 
calibración derivada de la D-(+)-trehalosa patrón (Alfa Aesar). Una identificación preliminar de trehalosa 
se llevó a cabo por LC-QTOF-MS utilizando un cromatógrafo de líquidos Agilent 1200 acoplado a un 
espectrómetro de masas QTOF Agilent G6530A-QTOF Accurate Mass con fuente de ionización a ESI 
con tecnología JetStream. Muestras de 1 µl fueron analizadas utilizando una columna Hipercarb de 5 µm, 
2,1 mm x 100 mm (Thermo-Teknokroma) con una precolumna ColumnSaver de 0,5 µm 55214-U 
(Supelco), eluyendo con una fase móvil isocrática formada por una mezcla (98:2 v/v) de agua Milli-Q 
(disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B), a un flujo de 0,3 ml min-1. El método de adquisición QTOF 
fue de alta resolución de 4 GHz, con un rango dinámico extendido de 3200 m/z. La ionización se logró 
mediante ionización por ESI con una velocidad de flujo de gas de secado de 12 l min-1 a 300ºC, un flujo 
de gas de cortina de 6,5 l        min-1 a 305 ºC, un nebulizador a 45 psi, un voltaje del capilar de 4500 V, un 
voltaje de fragmentación de 135 V y un voltaje de celda de aceleración de 65 V. Los experimentos se 
realizaron con polaridad negativa con masas de referencia (m/z 119.0363 y 966.0007). Se utilizó el software 
MassHunter Workstation (Agilent Technologies) para la adquisición de datos (versión B.05.01) y el análisis 
cualitativo (versión B.07.00). El contenido en trehalosa se expresó como el aumento relativo en nmol por 
g de PF con respecto a los niveles descritos en los frutos recién recolectados. Se presentan los resultados 
medios de dos análisis en tres muestras biológicas diferentes. 
 
5. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS FUNCIONALMENTE ACTIVAS 
5.1. Homogenización  
La fracción de proteínas totales comprendidas entre 3-100 kDa (rango en el que están 
comprendidas las proteínas objeto de estudio en este trabajo) se obtuvo a partir de muestras congeladas y 
pulverizadas de cada uno de los tejidos analizados, partiendo de 10 g en piel o 5 g en pulpa y raquis. Las 
muestras se homogenizaron en tampón de extracción, en una relación 1:2 (p/v) en piel y 1:4 (p/v) en 
pulpa y raquis, utilizando un Omnimixer 17106 (Sorvall, EE.UU.) en 5 pulsos de 30 s a velocidad 9600 
rpm con un intervalo de 3 min entre cada uno de ellos y a 4 ºC. El tampón de extracción utilizado fue 
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fosfato potásico 100 mM pH 7,4 que contenía además KCl 0,1 M, EDTA 10 mM pH 8,0, ascorbato 20 
mM, PMSF 20 mM (diluido en isopropanol), coctel inhibidor de proteasas (Roche) diluido 1:50 (v/v) y 
polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 1,5% (p/v) en pulpa o al 3% (p/v) en piel y raquis. El extracto se sonicó 
mediante 6 ciclos de 30 s. Durante todo el proceso la muestra se mantuvo en hielo. A continuación, las 
muestras se centrifugaron a 25.000 x g durante 40 min a 4 ºC para eliminar el material insoluble y las 
partículas en suspensión.  
 
5.2. Precipitación con sulfato amónico 
El extracto crudo fue sometido a un fraccionamiento por precipitación de proteínas mediante la 
adición sucesiva de distintas cantidades de sulfato amónico. La sal se molió previamente hasta conseguir 
un polvo fino con el fin de minimizar la precipitación prematura de proteínas en el entorno de los cristales 
de sal añadida. El extracto se mantuvo en agitación en presencia de hielo durante la adición lenta de las 
cantidades de sal necesarias para alcanzar cada uno de los porcentajes de saturación deseados. La velocidad 
de agitación fue suficiente para garantizar una rápida disolución de la sal, pero no tan alta como para 
provocar la desnaturalización y consecuente formación de espuma. La separación de las proteínas 
precipitadas se consiguió en dos pasos consecutivos de adición de sulfato amónico. Primero se añadió sal 
a la disolución hasta un 20% de saturación, se agitó durante 1 h a 4 ºC y se centrifugó a 12.000 x g durante 
30 min a 4 ºC, con lo que se eliminaron metabolitos de baja masa molecular. El sobrenadante obtenido 
fue llevado a un 85% de saturación de (NH4)2SO4 y se mantuvo en agitación durante toda la noche a 4 ºC, 
precipitando la mayoría de las proteínas de la muestra. Tras una centrifugación a 15.000 x g durante 45 min 
a 4 ºC se descartó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 5 ml de tampón fosfato potásico 100 
mM pH 7,4 conteniendo coctel inhibidor de proteasas diluido 1:50 (v/v) y 20 mM de PMSF. 
 
5.3. Desalado, ultrafiltración y concentración de extractos proteicos 
El extracto resultante de la precipitación con sulfato se filtró utilizando un sistema de ultrafiltración 
por centrifugación Amicon con membranas de celulosa regenerada y peso molecular de corte de 100 kDa 
(Millipore, EE.UU.). Los carbohidratos poliméricos, especialmente sustancias pécticas y almidón, así como 
otras moléculas de gran tamaño, quedaron retenidas en el filtro mientras que las proteínas de interés se 
recuperaron en la fracción filtrada. El material retenido se lavó dos veces con 4 ml de tampón fosfato 
potásico 100 mM pH 7,4, conteniendo coctel inhibidor de proteasas y PMSF, antes de concentrar la 
fracción filtrada hasta 1 ml en el mismo equipo de ultrafiltración, utilizando para ello filtros de centrífuga 
Amicon de masa molecular de corte de 3 kDa (Millipore, EE.UU.). 
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6. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 
La concentración de proteínas se estableció por diferentes métodos en función del grado de pureza 
y de la precisión requerida en cada caso. La cantidad de proteína de las muestras se determinó por el 
método de Bradford o mediante la medida de la absorbancia a 280 nm. 
 
6.1. Método de Bradford 
La concentración de proteínas de las diferentes muestras se calculó inicialmente siguiendo la 
metodología descrita por Bradford (1976), dónde se cuantificó la cantidad de proteínas solubles utilizando 
el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, EE.UU.). En el ensayo se utilizaron 40 µl de reactivo, 20 µl 
de muestra (diluida, si fuera necesario, en agua Milli-Q) y 140 µl de agua Milli-Q. La mezcla se incubó 
durante 15-20 min a temperatura ambiente y se midió su absorbancia a 595 nm en un espectrofotómetro 
de microplacas Power Wave XS (BioTek, Francia) frente a un blanco que contenía los reactivos anteriores, 
pero sustituyendo el volumen de muestra por tampón fosfato potásico 100 mM, pH 7,4. La concentración 
de proteínas se determinó mediante la extrapolación a una recta de calibrado utilizando concentraciones 
crecientes de BSA, desde 2 hasta 20 µg ml-1 de proteína. 
 
6.2. Absorbancia a 280 nm 
La concentración de proteínas se determinó midiendo la absorbancia a 280 y 260 nm, utilizando la 
fórmula 1 U A280= 1mg ml
-1. Las medidas se realizaron en un Nanodrop 100 (NanoDrop®Technologies). 
Como blanco se utilizó el tampón en el que estaban resuspendidas las proteínas en cada caso. Asimismo, 
se determinó la pureza de la muestra mediante las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230. 
 
7. ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS (SDS-PAGE) 
La separación de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida de 6 x 9 cm, en condiciones 
desnaturalizantes con SDS siguiendo el método de Laemmli (1970), utilizando el sistema vertical Mini-
Protean II de Bio-Rad (Bio-Rad, EE.UU.). La concentración de acrilamida del gel concentrador fue 
siempre del 6%, mientras que la del gel separador varió según el objetivo del experimento. En la Tabla 1 
se muestran los reactivos utilizados para la preparación de los geles. En primer lugar, se preparó el gel 
separador, se vertió entre los cristales del soporte hasta una altura de 5,5 cm y se dejó polimerizar durante 
30 min cubierto con una pequeña cantidad de alcohol isopropílico. Una vez polimerizado el gel separador, 
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se eliminó cuidadosamente el alcohol y se lavó con agua Milli-Q, que fue posteriormente eliminada. 
Seguidamente se añadió la mezcla del gel concentrador y se incorporó el peine para formar los pocillos, 
evitando la formación de burbujas de aire. Una vez polimerizado, se eliminó el exceso de gel de los pocillos 
y se cubrió el sistema con tampón de electroforesis. 
 
 
Las muestras, con una cantidad de proteína que osciló entre 5-10 µg para extractos proteicos y 1-2 µg 
para proteínas recombinantes, se mezclaron con 4x tampón de carga (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, 0,2% 
(p/v) azul de bromofenol, 2% (p/v) SDS, 5% (v/v) β-mercaptoetanol, 10% (v/v) glicerol) y se hirvieron 
durante 5 min. Las mezclas resultantes fueron cargadas en el gel de electroforesis, utilizando marcadores 
de proteínas PageRuler Prestained Protein Ladder, de 10 a 180 kDa (Thermo Fisher) o Precision Plus 
Protein Standards, de 10 a 250 kDa (Bio-Rad), como patrones de masa molecular. La electroforesis se 
realizó en una Mini-Protean II (Bio-Rad) con un tampón que contenía Tris 25 mM pH 8,3, glicina 0,2 M 
y SDS 0,1% (p/v), a 200 V durante 45 min y a temperatura ambiente. 
 
8. TINCIÓN CON AZUL DE COOMASSIE 
Los geles de SDS-PAGE provenientes de la electroforesis, se depositaron en cubetas de vidrio y se 
cubrieron con la disolución de fijación (50% metanol, 10% ácido acético glacial) durante 30 min. A 
continuación, se sustituyó dicha disolución por una disolución de tinción conteniendo 0,1% Coomassie 
Brilliant Blue R-250 (Sigma, EE.UU.), 50% metanol y 10% ácido acético glacial, con la que se incubó 
durante 2 h. Posteriormente, se retiró dicha disolución y se añadió la disolución de desteñido conteniendo 
Tabla 1. Reactivos empleados en la preparación de geles de poliacrilamida  
Gel 
separador
6% 12,50% 13,50%
H2O destilada 1,335 ml 1,59 ml 1,42 ml
Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8) - 1,25 ml 1,25 ml
Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8) 625 µl - -
SDS 10% (p/v ) 25 µl 50 µl 50 µl
Disolución Acrilamida/Bisacrilamida, 
29:1 30% (v/v) (Bio-Rad)
500 µl 2,08 ml 2,25 ml
Persulfato amónico 10% (v/v) 12,5 µl 25 µl 25 µl
TEMED 2,5 µl 5 µl 5 µl
Volumen final 2,5 ml 5 ml 5 ml
Gel concentrador
Materiales y Métodos 
47 
 
40% metanol y 10% ácido acético glacial, que se mantuvo hasta que las bandas correspondientes a las 
proteínas se visualizaron claramente. Todo el proceso se realizó a temperatura ambiente y en continua 
agitación. 
 
9. INMUNODETECCIÓN EN MEMBRANA DE PVDF (WESTERN BLOT) 
9.1. Electrotransferencia por método húmedo 
Para la inmunodetección de proteínas, una vez finalizada la electroforesis, se realizó la transferencia 
de las proteínas del gel a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Hybond-P, Amersham 
Biosciencies, Suecia) utilizando un sistema de transferencia Mini Trans-BlotCell (Bio-Rad, EE.UU.) de 
acuerdo a la metodología descrita por Towbin et al. (1979). Las membranas, del mismo tamaño que el gel, 
se permeabilizaron por inmersión durante unos segundos en metanol y posteriormente se incubaron 
durante 10 min junto con el gel, dos almohadillas de fibra (Bio-Rad) y dos esponjas de igual tamaño en 
tampón de transferencia conteniendo Tris-Base 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3 y 20% (v/v) metanol. 
Este tampón contuvo además 0,1% (p/v) SDS para la transferencia de taumatinas, VviDREBA1s y 
VviWRKYs. Sobre la placa del cátodo se colocaron una esponja, una almohadilla de fibra, el gel de 
poliacrilamida, la membrana de PVDF, otra almohadilla de fibra y otra esponja y el conjunto se sumergió 
en un recipiente que contenía tampón de transferencia. La transferencia se realizó a 100 V constantes 
durante 1 h a 4 ºC con agitación constante.  
 
9.2. Inmunodetección 
Las membranas de PVDF se incubaron en la disolución de bloqueo conteniendo 5% (p/v) de 
leche desnatada en polvo (Nestlé, España) en tampón TBS-t (Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, 
0,05% (v/v) Tween 20) o PBS-t (NaCl 140 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4·12H2O 10 mM, KCl 2,7 
mM, pH 7,4, 0,05% (v/v) Tween 20), según los requerimientos del anticuerpo (Tabla 2), durante 1 h a 
temperatura ambiente y en agitación. En este paso se bloquean las áreas de la membrana carentes de 
proteína, para evitar la unión inespecífica de los anticuerpos. Tras tres lavados de 5 min en TBS-t/PBS-t 
para eliminar restos de la disolución de bloqueo, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario 
correspondiente durante 3 h a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4 ºC, siempre en agitación. 
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Transcurrido el tiempo de incubación con el anticuerpo primario y, tras realizar tres lavados de 5 
min con TBS-t/PBS-t, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario unido covalentemente a 
peroxidasa diluido en TBS-t/PBS-t con 1% (p/v) de leche desnatada durante 1 h a temperatura ambiente. 
Tras dos lavados de 5 min en TBS-t/PBS-t en 1% (p/v) de leche y uno en TBS-t, se añadieron 5 ml de 
reactivo de detección ECL (Amersham Biosciences, Suecia) a la membrana y se dejó incubar durante 3 
min en agitación y en oscuridad. A continuación, se eliminó el exceso de reactivo de las membranas y se 
colocaron entre dos plásticos transparentes. La quimioluminiscencia desprendida de la reacción de la 
extravidín peroxidasa con el reactivo se detectó utilizando un equipo para análisis y documentación de 
geles ChemiDoc™ XRS+ System with ImageLab™ Software (Bio-Rad). Los niveles del complejo 
antígeno-anticuerpo se cuantificaron por densitometría, utilizando el programa informático de análisis 
gráfico Adobe Photoshop CS (Adobe Systems Software, Irlanda). Los resultados se expresaron como el 
cambio relativo frente a los niveles encontrados en los frutos recién recolectados. Los resultados que se 
presentan corresponden a las medias de dos réplicas biológicas con sus dos réplicas técnicas. 
La masa molecular de las isoformas inmunodetectadas y de las proteínas recombinantes purificadas 
se determinó por electroforesis desnaturalizante con un porcentaje de acrilamida de 13,5%, utilizando un 
patrón preteñido de 10 proteínas de 10 a 180 kDa de masa molecular (PageRuler Prestained Protein 
Ladder, Thermo Scientific).  
 
ANTICUERPO TIPO PROCEDENCIA RECONOCE DILUCIÓN
Anticuerpo primario 
"anti-Dehydrin"
Policlonal 
(Producido en 
conejo)
Agrisera
Familia de dehidrinas 
(Segmento K)
1:10000 enTBS
Anticuerpo primario 
"anti-PR5"
Policlonal 
(producido en 
conejo)
Dr. T. Heitz 
Estrasburgo, Francia
Familia de taumatinas 1:12000 en TBS
Anticuerpo primario 
"anti-6xHis" 
Monoclonal 
(Producido en 
ratón)
R&D Systems, Inc. 6 Histinas 1:1000 en PBS
Anticuerpo secundario 
anti-conejo conjugado 
con peroxidasa
AmershamBiosciences, 
Suecia
IgG de conejo 1:5000 en TBS
Anticuerpo secundario 
anti-ratón conjugado con 
peroxidasa
R&D Systems, Inc. IgG de ratón 1:2000 en PBS
Tabla 2. Relación de anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunodetección  
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10. DETERMINACIÓN DE LA MASA MOLECULAR DE PROTEÍNAS 
10.1. Cálculo por electroforesis SDS-PAGE 
La electroforesis en geles de SDS-PAGE se usa frecuentemente para determinar la masa molecular 
de proteínas desconocidas mediante la comparación de su movilidad electroforética relativa (Rf) con la de 
proteínas estándar de masa molecular conocida. La Rf es la relación entre la distancia de migración de la 
banda proteica y la longitud de migración total del gel. 
 
Sabiendo que el desplazamiento de las moléculas es proporcional al logaritmo de la masa, se puede 
estimar la masa molecular de una proteína de interés comparándola con el patrón de migración de los 
marcadores, tras calcular la Rf. Con los valores del marcador de masa molecular, se construyó una curva 
de calibración donde en el eje “x” se representaron los valores del logaritmo de la masa molecular de cada 
proteína y en el eje “y” el valor RF de cada proteína. Con estos valores se obtuvo una ecuación lineal. Para 
determinar la masa molecular de la proteína de estudio, se calculó su RF, se extrapoló en la curva el 
logaritmo de la masa molecular y se aplicó el antilogaritmo al valor obtenido.  
10.2. Cálculo por espectrometría de masas MALDI-TOF 
Con el objeto de confirmar la masa molecular de las proteínas recombinantes purificadas 
VviDHN2 y VviDHN4 (apartado 14 de Materiales y Métodos) se procedió a determinar este parámetro 
mediante la utilización de la técnica de espectrometría de masas MALDI-TOF en la Unidad de Proteómica 
de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid. Para ello se utilizaron entre 10 y 15 
μg de las proteínas convenientemente desaladas por ultrafiltración en un volumen final de 40 μl de agua 
Milli-Q con un sistema Amicon de 3 kDa (Millipore, EE.UU.). Una fracción de 1 μl del extracto se cargó 
en una placa MALDI y se dejó secar a temperatura ambiente. A continuación, se añadió 0,4 μl de matriz 
[3 mg ml-1 ácido α-ciano-4- hidroxicinámico disuelto en 50% (v/v) acetonitrilo y 0,5% (v/v) TFA], y se 
dejó secar hasta que la mezcla de proteína y matriz adquirió una apariencia cristalina. Para la determinación 
exacta de la masa molecular se utilizó un espectrómetro de masas Voyager DE-STR Biospectrometry 
Workstation (Applied Biosystems, EE.UU.), trabajando en modo reflectrón positivo. 
 
RF=
Distancia que migra una determinada proteína
Distancia que migra el frente del gel
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11. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE ESPECTROMETRÍA DE 
MASAS 
11.1. Extracción selectiva de proteínas para su aislamiento e identificación 
La identificación del polipéptido de 44 kDa reconocido por el anticuerpo frente a dehidrinas, así 
como el polipéptido de 23 kDa reconocido por el anticuerpo frente a taumatinas, se realizó siguiendo el 
protocolo de extracción de proteínas totales (descrito en el apartado 5 de Materiales y Métodos) con 
modificaciones. A fin de obtener extractos proteicos enriquecidos en estos polipéptidos, se incluyeron 
etapas de fraccionamiento con medio ácido y/o altas temperaturas en el método previamente mencionado. 
Así, para la extracción del polipéptido de 23 kDa, el tampón de extracción fue acetato sódico 100 mM pH 
5,0. En ambos casos los extractos proteicos se calentaron a 95 ºC durante 15 min, se enfriaron durante 10 
min y se centrifugaron para eliminar proteínas coaguladas. La fracción que contenía las proteínas estables 
frente al calor se mezcló con un volumen igual de 2x tampón de carga Laemmli conteniendo 5% de β-
mercaptoetanol y se calentó a 95 ºC durante 5 min. Las proteínas (30 µg) se separaron en geles de SDS-
PAGE (13,5% poliacrilamida), amplificándose lo máximo posible la zona comprendida entre 37 y 100 kDa 
para el estudio del polipéptido de 44 kDa, y entre 15 y 37 kDa, para el estudio del polipéptido de 23 kDa. 
Los geles teñidos con Coomassie se lavaron profusamente con agua Milli-Q y se llevaron al Servicio de 
Proteómica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid para su identificación 
por espectrometría de masas. Una vez allí, las bandas teñidas de 44 kDa, en el caso de la fracción 
enriquecida en dehidrinas, y de 23 kDa, en el caso de la fracción enriquecida en taumatinas, se escindieron 
de los respectivos geles tras su alineación con los correspondientes inmunoensayos con los anticuerpos 
específicos. 
 
11.2. Identificación de proteínas por espectrometría de masas 
Las bandas escindidas de los geles de poliacrilamida teñidos con Coomassie se sometieron a una 
digestión tríptica y los péptidos resultantes se analizaron mediante la utilización de espectrometría de masas 
(MALDI/MS) según método descrito por Goñi et al. (2010), utilizando un espectrómetro de masas 
MALDI-TOF/TOF 4800 Plus Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, EE.UU.) en la Unidad de 
Proteómica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid. Para la identificación 
de las proteínas mediante huella peptídica (PMF), los análisis se realizaron en modo automático, trabajando 
en modo reflectrón positivo y promediando los espectros obtenidos a partir de 500 disparos por espectro 
en el rango m/z de 750 a 4500. Los espectros se calibraron internamente utilizando los iones derivados de 
los péptidos de autodigestión de la tripsina ([M + H]+ = 842,5100; 1045,5642; 2011,1046; 2807,3145; 
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3337,7577 Da). Los criterios utilizados para la detección de los picos fueron; relación S/N ≤ 8 y anchura 
de la ventana de ruido en la coordenada del parámetro masa/carga (m/z) de 200.  
Para la identificación de las proteínas mediante secuenciación de péptidos, una vez desaladas las 
muestras utilizando un ZipTip C-18 (Millipore, EE.UU.), se preparó el eluido para su análisis MS/MS del 
mismo modo que en el apartado anterior, mediante el espectrómetro de masas MALDI-TOF/TOF 4800 
Plus Proteomics Analyzer trabajando en modo reflectrón positivo. Una vez seleccionado el precursor 
adecuado con la información de la huella peptídica, se fragmentó activando el sistema de disociación 
inducida por colisión. La energía de colisión fue de 1 keV y el gas utilizado aire atmosférico con una 
presión de 2-3·106 kPa, con un intervalo de masa para el ion precursor de ± 10 Da. Los criterios utilizados 
para la detección de los picos fueron una relación S/N ≤ 20 y una resolución >6000. Se realizaron 
búsquedas combinadas de PMF y de los espectros de fragmentación de los péptidos individuales (MS/MS) 
utilizando el software de exploración de la serie 4000 v 3.0 (Applied Biosystems) y el motor de búsqueda 
MASCOT de Matrix Science (www.matrixscience.com) y se realizó una búsqueda de homología en la base 
de datos no redundante NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov, NCBInr).  
 
12. ANÁLISIS POR MICROSCOPIA DE LA ESTRUCTURA Y LOCALIZACIÓN DE 
PROTEÍNAS 
12.1. Análisis estructural y ultraestructural 
12.1.1. Preparación de muestras 
Para la realización de los estudios estructurales por microscopía óptica y los análisis 
ultraestructurales por microscopia electrónica de transmisión (TEM) en tejidos del pericarpio (exocarpio 
y mesocarpio externo) de las bayas, 5 frutos de racimos recién recolectados y 6 frutos de racimos de cada 
uno de los tres lotes (aire; CO2; CO2/CO2) a los 28 y 41 días a 0 ºC fueron recogidos al azar e 
inmediatamente cortados transversalmente en discos de aproximadamente 1 mm de grosor en la parte más 
meridional de la baya. De cada disco se extrajeron dos porciones de 3 mm de ancho x 5 mm de largo de 
la zona más externa del pericarpio de la uva, que se fijaron inmediatamente por inmersión en 1,5 ml de 
una disolución de paraformaldehído al 4% (v/v) y glutaraldehído al 2,5% (v/v) en PBS (pH 7,4) durante 
6 h a 4 ºC en un tubo de vidrio de 5 ml, tras lo que se eliminó el fijador con una pipeta Pasteur y se 
sustituyó por 2,5 ml de PBS. Tras 4 lavados con PBS de 30 min cada uno, la muestra se mantuvo a 4 ºC 
durante toda la noche. A continuación, se eliminó el PBS y se añadió una dilución de tetróxido de osmio 
en agua (1:1 v/v) dónde la muestra permaneció 1 h a temperatura ambiente mientras se fue tornando 
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negra. Después de 4 lavados con agua, las muestras se deshidrataron mediante incubaciones sucesivas de 
15 min en gradaciones crecientes de acetona [30% (v/v), 50% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v), 90% (v/v), 
95% (v/v) y 2 x 100% (v/v)], tras lo que se transfirieron a 100% de acetona. Para terminar la inclusión, las 
muestras se embebieron durante toda la noche en oscuridad en resina Spurr's de baja viscosidad (Dow 
Chemical Co., EE.UU), tras pasar por mezclas seriadas de resina: acetona (1:3 durante 1 h, 1:1 durante 1 
h y 3:1 durante 2 h). Al día siguiente, las muestras se colocaron orientadas en moldes y se polimerizaron a 
60 ºC durante 24 h. 
 
12.1.2. Análisis estructural. Microscopio Óptico 
Para el análisis por microscopía óptica se realizaron cortes semifinos (2 µm de espesor) de las 
muestras polimerizadas usando un microtomo (Leica RM2016, Alemania), que posteriormente se 
montaron sobre un portaobjetos conteniendo una disolución acuosa al 10% (v/v) de acetona en agua 
destilada y se calentaron a 122 ºC hasta la total evaporación de la acetona. Los cortes se trataron durante 
5 min a temperatura ambiente con una disolución acuosa de ácido periódico al 1% (p/v) para eliminar el 
osmio. Tras aclarar dos veces con agua destilada, los cortes se tiñeron con azul de toluidina O al 1% (p/v) 
en una disolución acuosa de borax al 1% (p/v). Los portaobjetos dispuestos en una placa calefactora a 60 
ºC se cubrieron durante 5 min con la disolución de azul de toluidina y se aclararon posteriormente con 
agua destilada hasta eliminar el exceso de colorante. Durante el proceso de tinción y lavado, se tuvo la 
precaución de cubrir los portaobjetos para evitar la degradación del colorante. Las preparaciones teñidas 
con este colorante se observaron por microscopía óptica a 10, 20, 40 y 100 aumentos, utilizando el 
microscopio de Epifluorescencia ZEISS Axioplan-2, en campo claro. Las fotografías se tomaron con una 
cámara digital Spot-2 (Diagnostic Instruments) acoplada al microscopio.  
 
12.1.3. Análisis ultraestructural. Microscopio Electrónico de Transmisión 
Una vez polimerizada la resina conteniendo las muestras teñidas con tetróxido de osmio, se 
cortaron secciones ultrafinas (60-70 nm) con una cuchilla de diamante acoplada a un ultramicrotomo 
ULTRACUT E (Reichert-Jung, Austria). Dichas secciones se recolectaron en rejillas de cobre de malla 
fina (100 µm cuadradas) recubiertas con película de Formvar y se tiñeron con acetato de uranilo y citrato 
de plomo. Se analizaron varias células de 3 secciones de cada fruto con un microscopio electrónico de 
transmisión JEOL JEM 1010 (Tokio, Japón) con un voltaje de aceleración de 100 kV y captación de 
imágenes con una cámara Erlangshen ES 500 W (Gatan, Inc). 
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12.2. Detección inmunológica de proteínas específicas 
12.2.1. Preparación de muestras 
Para la detección inmunológica de dehidrinas y taumatinas en los orgánulos celulares, se cortaron 
bloques de 1 mm x 1 mm × 3 mm, similares a los obtenidos para el análisis ultraestructurales por TEM, a 
partir de las mismas uvas utilizadas para los anteriores análisis microscópicos. Los bloques se fijaron en 
1,5 ml de una disolución de glutaraldehído al 1% (v/v) y paraformaldehído al 4% (v/v) en PBS (pH 7,4) 
durante 2 h a 4 ºC en tubos de vidrio de 5 ml. Pasado el tiempo establecido, se eliminó la disolución 
fijadora con una pipeta Pasteur y se sustituyó por 2,5 ml de PBS. Tras 4 lavados con PBS de 30 min cada 
uno, se dejó la muestra a 4 ºC durante toda la noche. A continuación, se eliminó el PBS y se deshidrató la 
muestra mediante incubaciones sucesivas de 10 min en gradaciones crecientes de etanol frío [30% v/v, 
50% (v/v), 70% (v/v), 90% (v/v), 2 x 100% (v/v)]. Las muestras se embebieron durante toda la noche en 
oscuridad a 4 ºC en resina LR-White (Bio-Rad), tras pasar por 2 ml de mezclas seriadas de resina: etanol 
(1:3 durante 90 min, 1:1 durante 90 min y 3:1 durante 90 min). Al día siguiente, las muestras se colocaron 
en cápsulas cerradas y se dejaron polimerizar a 60 ºC durante 18 h.  
 
12.2.2. Inmunocitoquímica 
Se cortaron secciones ultrafinas (60-70 nm) con una cuchilla de diamante acoplada a un 
ultramicrotomo ULTRACUT E (Reichert-Jung, Austria) que se recogieron en rejillas de malla de 100 µm 
revestidas de níquel. Las rejillas que portaban las secciones ultrafinas se hidrataron sobre una gota de PBS 
durante 10 min, y posteriormente se transfirieron primero a una gota de glicina 20 mM en PBS durante 30 
min y luego a una de BSA al 5% en PBS durante otros 30 min para el bloqueo de sitios inespecíficos a los 
que se pudiera unir el anticuerpo. A continuación, las secciones se incubaron durante la noche a 4 ºC con 
el anticuerpo anti-dehidrina o anti-PR-5 diluido 1:75 en PBS que contenía BSA al 1% en una cámara 
húmeda. Tras 3 lavados con PBS y un lavado con glicina de 3 min cada uno, las rejillas se incubaron con 
el anticuerpo secundario, IgG de cabra anti-conejo conjugado con partículas de oro de 15 nm (British 
Biocell, Cardiff, Reino Unido) diluido 1: 100 en PBS durante 1 h a temperatura ambiente y en cámara 
húmeda. Tras 3 lavados con PBS y uno con agua Milli-Q (para eliminar los grupos fosfato del PBS que 
pueden interaccionar con las sales de uranilo y provocar la aparición de artefactos), se secaron las rejillas. 
Para la tinción de las muestras, las secciones se incubaron con acetato de uranilo al 2% durante 20 min en 
oscuridad y, tras cuatro lavados con agua Milli-Q, con citrato de plomo de Reynold (3 min) en un recipiente 
estanco con lentejas de NaOH que absorbían el CO2 del ambiente, para evitar su interacción con el 
carbonato de plomo y formar precipitados. Las secciones se examinaron con un microscopio electrónico 
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de transmisión JEOL JEM 1010 (Tokio, Japón) acoplado a una cámara Megaview II. Paralelamente se 
analizaron controles negativos que habían sido tratados de la misma manera que las muestras con la 
excepción de la incubación con el anticuerpo primario. 
 
13. ESTUDIO DE LOS CAMBIOS DE EXPRESIÓN DE DISTINTOS GENES EN 
RACIMOS DE UVA DE MESA 
13.1. Extracción y purificación de ARN total 
Muestras congeladas y pulverizadas de piel (0,3 g), pulpa (0,75 g) y raquis (0,3 g) se maceraron en 
1 ml de tampón de extracción [2% (p/v) CTAB, 2% (p/v) PVP-40, Tris-HCl 300 mM pH 8,0, NaCl 1,4 
M, EDTA 25 mM pH 8,0, 0.005% (p/v) espermidina, 2% (v/v) β-mercaptoetanol] precalentado a 65 ºC, 
recogiéndose en tubos Eppendorf de 2 ml. Tras ser incubadas a 65 ºC durante 10 min con fuerte agitación 
cada 2 min, las muestras se centrifugaron a 12.000 x g durante 5 min a temperatura ambiente. Se descartó 
el precipitado y se añadió al sobrenadante recogido de cada muestra un volumen igual de cloroformo: 
alcohol isoamílico (24:1 v/v) a 4 ºC. Tras una agitación vigorosa de un minuto, las muestras se 
centrifugaron a 12.000 x g durante 10 min a temperatura ambiente. Se recogió la fase acuosa superior en 
un nuevo tubo y se procedió a la precipitación selectiva del ARN, añadiendo el mismo volumen de LiCl 8 
M e incubando las muestras toda la noche a 4 ºC. Las muestras se centrifugaron a 12.000 x g durante 15 
min a 4 ºC y se descartó el sobrenadante. El precipitado se lavó tres veces suavemente con etanol frío al 
75% (v/v), se dejó secar y se resuspendió en 50 µl de agua libre de ARNasas. La integridad del ARN se 
comprobó mediante electroforesis en geles de agarosa con baja electroendósmosis (EEO) (Pronadisa) al 
1% que contenían GoldView Nucleic Acid Stain (SBS Gentech Ltda, China). El tampón utilizado, tanto 
para preparar el gel de agarosa como para realizar la electroforesis, fue TAE 1x (Tris acetato 40 mM, 
EDTA 1 mM pH 8,0). Las muestras de ARN se observaron en un transiluminador con luz ultravioleta a 
260 nm (UVltec Limited). Se consideró que el ARN estaba degradado (descartándose la muestra) si no se 
podían distinguir nítidamente las bandas correspondientes al ARN ribosomal 28S y 18S.  
La pureza y concentración del ARN extraído de cada muestra se cuantificó en un 
espectrofotómetro Nanodrop ND-100 (NanoDrop®Technologies), utilizando 1-2 µl. El análisis de la 
concentración de la muestra (µg µl-1) se basó en la absorbancia a 260 nm. También se determinó el ratio 
260/280 y 260/230 indicativos de la pureza del ARN.  
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13.2. Tratamiento de ARN con ADNasa  
El ARN extraído de las distintas muestras se trató con ADNasa I recombinante libre de ARNasa 
(Roche Applied Science) para la eliminación el ADN genómico, siguiendo las indicaciones del fabricante. 
Para ello, 7 µg de ARN se mezclaron con 5 µl de tampón 10x, 0,625 µl de bloqueante de ARNasa (40 U 
µl-1), 1,75 µl de ADNasa (1 U µl-1) y agua hasta completar 50 µl y se mantuvo durante 30 min a 37 ºC. 
Transcurrido este tiempo, se añadió 1 µl de EDTA 0,5 M a cada una de las muestras y se incubó a 65 ºC 
durante 10 min para inactivar la ADNasa. De nuevo, la concentración del ARN libre de ADN se cuantificó 
en un espectrofotómetro Nanodrop ND-100 (NanoDrop®Technologies).  
 
13.3. Síntesis de ADN complementario (ADNc) 
Se utilizó el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche Applied Science) y se siguieron 
las instrucciones del fabricante. La primera etapa del proceso consistió en la síntesis de la primera cadena 
o hebra del ADNc mediante la acción de la transcriptasa reversa sobre el ARN total. Se utilizó una mezcla 
de ARN (1 µg), un cebador oligo(dT)18 (2,5 µM), tampón de reacción 1x (MgCl2 8 mM), inhibidor de 
ARNasa (20 U), mezcla de dNTPs (1 mM) y transcriptasa reversa (10 U), en un volumen final de 20 µl. La 
retrotranscripción se llevó a cabo a 50 ºC durante 60 min y finalmente, se inactivó la transcriptasa reversa 
calentando la mezcla a 85 ºC durante 5 min. Las muestras se llevaron hasta 50 µl con agua Milli-Q 
autoclavada, de forma que la concentración stock de ADNc fue siempre de 0,02 µg µl-1. 
 
13.4. Diseño de oligonucleótidos 
Se diseñaron oligonucleótidos específicos para determinar el patrón de expresión de genes que 
codifican dehidrinas (VviDHNs), factores de transcripción (VviDREBA1s y VviWRKYs), así como PRs 
(taumatina, osmotina, quitinasa de clase I y β-1,3 glucanasa de clase I). Todos los oligonucleótidos excepto 
los utilizados para determinar el patrón de expresión de los distintos VviWRKYs se diseñaron utilizando 
el programa Primer 3 (Koressaar y Remm, 2007) y la aplicación de PCR Primer Stats, de la página Sequence 
Manipulation Suite, SMS (http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html) en base a la 
información disponible en las bases de datos. Los oligonucleótidos específicos empleados en los estudios 
de los VviWRKYs fueron obtenidos de la publicación de Wang et al. (2014). Todos los oligonucleótidos 
utilizados en este trabajo están recogidos en la Tabla A-I del Anexo.  
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13.5. Clonación de fragmentos de ADN 
En primer lugar, se comprobó la especificidad de los oligonucleótidos mediante PCR (95ºC 4 min, 
91ºC 1 min, 55 ºC-58 ºC, según la temperatura de fusión de los distintos cebadores, 1 min, 72 ºC 1 min, 
72 ºC 10 min) utilizando como molde una mezcla de ADNcs obtenidas de muestras tratadas y sin tratar 
con CO2. La mezcla de reacción (25 µl) estaba formada por 1 µl de la mezcla de ADNcs, 2,5 µl de tampón 
10x Taq polimerasa, 1,25 µl de MgCl2 (25 mM), 1 µl de dNTPs (10 mM), 1 µl de cada uno de los 
oligonucleótidos correspondientes (50 µM), 0,2 µl de Horse-Power Taq DNA polymerase (Canvax 
Biotech) (5 U µl-1). Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 2% con TAE, como se 
describe en el apartado 13.1 de Materiales y Métodos, utilizando un marcador de masas moleculares de 
100-1000 bp (Canvax Biotech). Se comprobó la correcta amplificación de los fragmentos de DNA 
visualizados como bandas en el gel de agarosa mediante un transiluminador con luz ultravioleta. Las bandas 
de interés se cortaron con una hoja de bisturí estéril, procurando que la cantidad de gel cortada fuera la 
mínima posible. A continuación, se empleó el kit Clean-Easy Agarose Purification (Canvax Biotech) para 
la elución del DNA, siguiendo las indicaciones del fabricante. Los productos de PCR resultantes de la 
purificación se clonaron utilizando el kit pMBL-T Vector DNA Cloning (Canvax Biotech) (AmpR) según 
las instrucciones del fabricante. Las reacciones de ligación se transformaron por choque térmico en las 
células competentes de Escherichia coli DH5α. Las colonias positivas para el fragmento clonado se 
seleccionaron a partir de placas con medio Luria Bertani (LB) y ampicilina (50 μg ml-1), IPTG (Thermo 
Scientific, EE.UU.) 0,5 mM y X‐gal (USB corporation, EE.UU) 40 μg ml-1. Las colonias de coloración 
blanca se reaislaron para su confirmación inoculándose en 5 ml de LB con ampicilina (50 μg ml-1), tras su 
incubación durante toda la noche a 37 ºC en agitación (220 rpm). Se recuperaron las células centrifugando 
el cultivo a 12.000 x g durante 5 min. Después de eliminar completamente el medio, se utilizó el kit Wide 
Use Plasmid Purification (Canvax Biotech), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Las 
reacciones de secuenciación se realizaron por el método de Sanger et al. (1977) utilizando el servicio de la 
empresa Secugen S.L (Madrid) y el oligonucleótido T7 del vector pMBL-T.  
 
13.6. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 
La expresión relativa de los genes que codifican la dehidrina 4 (VviDHN4), la taumatina (VviTL1), 
la osmotina (VviOsmo), la quitinasa (Vcchit1b) y la β-1,3-glucanasa (Vcgns1), así como los factores de 
transcripción VviDREBA1s (VviDREBA1-1, VviDREBA1-6 y VviDREBA1-7) y los 15 VviWRKYs, se 
analizó en los tres tejidos de racimos procedentes de los tres lotes de tratamiento descritos en el apartado 
1.2. de Materiales y Métodos, mediante PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). La expresión se 
cuantificó mediante el uso del kit FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) system (Roche) en todos 
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los casos, según las especificaciones del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 
iCycler iQ (Bio-Rad) y los resultados fueron procesados mediante el programa informático iQ5 2.0 
(Standard Edition Optical System Software V2.0, Bio-Rad).  
En primer lugar, se calculó la eficiencia de cada pareja de oligonucleótidos (rango óptimo 90-110%) 
mediante la preparación de diluciones seriadas de ADNc desde 1 (80 ng en la reacción) hasta 1/32 (2,5 ng 
en la reacción) y utilizando concentraciones finales de oligonucleótidos de 0.2 µM, 0.3 µM y 0,4 µM. 
Posteriormente, se obtuvo la gráfica de los valores de Ct (ciclo umbral) (eje Y) en función del logaritmo 
de la concentración de ADNc (eje X), obteniendo una curva de calibración para cada gen. La eficiencia se 
calculó a partir de la pendiente de la recta según la siguiente ecuación: E=10(-1/pendiente)-1. 
Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 20 µl conteniendo 10 µl de 
2x SYBR Green, 2 µl de cada oligonucleótido (2, 3 o 4 µM según se estableciera para cada gen) y 4 µl del 
ADNc de la dilución previamente determinada. El protocolo de amplificación utilizado fue 50 ºC 2 min, 
95 ºC 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 ºC 20 s, 55-58 ºC (según los oligonucleótidos utilizados), por 
último, se mantuvo la reacción a 4 ºC. Al final de la PCR se elaboró una curva de disociación o curva de 
melting, en un gradiente de temperatura de 65 a 95 ºC, con lecturas del plato cada 0,2 ºC, cuya función fue 
evaluar si se formó un producto único o si hubo presencia de dímeros de oligonucleótidos. Dos réplicas 
biológicas con sus dos repeticiones técnicas se llevaron a cabo para cada muestra y cada uno de los genes. 
El gen de la actina-1 (ACT1: XM 002282480) de V. vinifera se utilizó como gen de referencia interna para 
normalizar los valores de amplificación. La expresión relativa del gen se calculó siguiendo el método de 
Livak y Schmittgen (2001), en el que se compararon directamente los Cts del gen testado y gen de 
referencia (ΔCt = Ct del gen de interés-Ct del gen de referencia) en cada muestra, y posteriormente se 
compraron los ΔCt de las muestras problema con respecto a la muestra referencia (ΔΔCt = ΔCt de cada 
muestra –ΔCt de la muestra calibrador o muestras de frutos recién traídos de campo), a través de la 
siguiente fórmula:  
Expresión relativa génica: 2-ΔΔCt 
 
13.7. Expresión génica relativa mediante RT-PCR semicuantitativa  
La dificultad encontrada a la hora de obtener parejas de oligonucleótidos específicos que 
permitieran la amplificación independiente de los transcritos resultantes del splicing alternativo de 
VviDHN1a y VviDHN2, obligó a realizar el análisis de expresión de estas isoformas mediante RT-PCR 
semicuantitativa.  
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La extracción de ARN total de piel, pulpa y raquis de racimos tratados y no tratados con CO2, así 
como el tratamiento del ARN con ADNasa y la síntesis del ADNc se realizó como se describe en los 
apartados 13.1, 13.2 y 13.3 de Materiales y Métodos, respectivamente. Para la detección de los transcritos 
VviDHN1a y VviDHN2 spliced y unspliced se utilizó como molde entre 1-4 µl de ADNc según el tejido a 
estudiar, a los que se añadieron en un volumen de 25 µl, 2,5 µl de tampón 10x de Taq polimerasa, 1,25 µl 
de MgCl2 (25 mM), 1 µl de dNTPs (10 mM), 1 µl de cada uno de los oligonucleótidos correspondientes 
(50 µM), 0,2 µl de Horse-Power Taq DNA polymerase (Canvax Biotech) (5 U µl-1). Las condiciones para 
las reacciones de amplificación fueron las siguientes: un primer paso de 94 ºC durante 4 min, seguido de 
un número variable de ciclos (23-31): 96 ºC 1 min, 53 ºC-54 ºC (según la temperatura de fusión de los 
distintos oligonucleótidos), 1 min 72 ºC, 1 min y un ciclo final de elongación 72 ºC 7 min. El número de 
ciclos utilizados se determinó previamente, eligiéndose en cada caso aquel en el que la amplificación no 
alcanzó la meseta (plateau) de saturación.  
Se llevaron a cabo dos réplicas biológicas con dos réplicas técnicas de cada muestra para cada uno 
de los genes de estudio y se utilizó el gen de la actina-1 (ACT1: XM 002282480) de V. vinifera como gen 
de referencia interna para normalizar los valores de amplificación. 
 
 
 
Una vez que se realizó la PCR, los amplicones se detectaron mediante gel de agarosa al 1,5-3% con 
TAE en función del tamaño de los fragmentos a visualizar, como se describe en el apartado 13.1 y 13.5. 
Tras la visualización en transiluminador de luz ultravioleta, se registraron las imágenes obtenidas en un 
Nombre del 
gen
Tejido
Temperatura 
de annealing
Número de 
ciclos
Piel 25
Pulpa 54 ºC 25
Raquis 25
Piel 25
Pulpa 53 ºC 23
Raquis 23
Piel 31
Pulpa 53 ºC 27
Raquis 27
Piel 25
Pulpa 54 ºC 25
Raquis 25
VvDHN1 
spliced  y 
unspliced
VvDHN2 
spliced
VvDHN2 
usnpliced
Actina
Tabla 3. Condiciones para la realización de las PCR semi cuantitativas 
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sistema de fotodocumentación (Canon, Japón). Posteriormente, se empleó el software de análisis gráfico 
Adobe Photoshop CS (Adobe Systems Software, Irlanda) con el fin de determinar la intensidad de las 
bandas y así poder estimar la expresión génica, mediante la estandarización del gen de interés con el gen 
de referencia interna.  
 
14. EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE VviDHN2 Y VviDHN4 EN E. coli 
14.1. Diseño de la construcción 
Para caracterizar la funcionalidad in vitro de las proteínas VviDHN2 y VviDHN4, los ADNcs se 
subclonaron en el vector de expresión pTrcHisA (4,4 Kb, AmpR, Invitrogen). Este vector está diseñado 
para expresar y purificar en gran cantidad a partir de un ADNc insertado en el sitio de clonación múltiple. 
El sistema se basa en la adición de 6 residuos en de histidina en el extremo N-terminal, que se fusionan al 
ADNc y que le otorga a la proteína afinidad hacia iones níquel inmovilizados en agarosa, lo que permite 
su posterior purificación.  
El ADNc de VviDHN2 y VviDHN4 de longitud completa se clonó en los sitios de restricción 
correspondientes del plásmido pTrcHisA, de forma que el marco de lectura abierto estuviera en fase con 
las histidinas. Para ello se llevó a cabo una reacción de PCR utilizando los oligonucleótidos específicos 
diseñados a partir de su secuencia conocida (VviDHN2: XM_002285883.2; VviDHN4: XP_002283605).  
El oligonucleótido sentido de cada uno de los genes (DHN2_Fw_BamH1 y DHN4_Fw_BamHI) 
contenía el codón de inicio de la traducción (ATG) así como la diana para la enzima de restricción BamHI, 
mientras que el antisentido contenía la diana para EcoRI. La reacción de amplificación se realizó con 1 µl 
de ADNc en un volumen de 25 µl conteniendo 2,5 µl de tampón Taq polimerasa 10x, 1,25 µl de MgCl2 
(25 mM), 1 µl de dNTPs (10 mM), 1 µl de cada uno de los oligonucleótidos (50 µM), 0,2 µl de Horse-
Power Taq DNA polymerase (Canvax Biotech) (5 U µl-1). Las condiciones de la reacción fueron las 
siguientes: un primer paso de 95 ºC durante 4 min, seguido de 30 ciclos: 91 ºC 1 min, 54,5 ºC 1 min, 72 
ºC 1 min y un ciclo final de elongación 72 ºC 10 min. El producto de PCR obtenido se separó en un gel 
de agarosa al 1% con TAE como se describe en el apartado 13.1 y 13.5. A continuación, se purificó el 
producto de PCR, se clonó en el vector pMBL-T (Canvax Biotech) y la mezcla de la ligación se transformó 
en las células competentes de E. coli DH5α, seleccionándose las colonias positivas para la posterior 
purificación del plásmido, como se describe en el apartado 13.5. 
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14.2. Digestión con enzimas de restricción  
Tanto el vector pTrcHisA como el ADN a insertar se digirieron con las enzimas de restricción 
(BamHI y EcoRI) en un volumen de 50 µl, con 15 µl del vector pTrcHisA o del plásmido VviDHN2-
pMBLT o VviDHN4-pMBLT purificado, como se describe en el apartado anterior, 5 µl del tampón B 10x 
(Roche, Suiza) y 1 µl de cada enzima de restricción (10 U µl-1). Las reacciones se incubaron a 37 ºC durante 
2 h y posteriormente se purificaron en gel de agarosa 1% en TAE como se describe en los apartados 13.1 
y 13.5 de Materiales y Métodos.  
 
14.3. Ligación del producto de PCR al vector de clonación y transformación en E. coli BL21-
CodonPlus (DE3)-RIL  
La ligación se llevó a cabo utilizando 50 ng del vector, una cantidad equimolar del ADN a ligar, 2 
µl de 5x tampón T4 ADN ligasa y 1 µl de T4 ADN Ligasa (5 U µl-1) (Canvax Biotech). La reacción tuvo 
lugar durante 2 h a 22 ºC y después se transfirió a 4 ºC durante 12 h. Se utilizaron células competentes E. 
coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL, cedidas por la Dra. Carmen Lisset del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas (IIB-CSIC) de Madrid, que presentan modificaciones para facilitar la expresión de proteínas 
de otros organismos, incluyendo copias extra de varios tRNAs, además de un gen de resistencia a 
cloranfenicol. La transformación se realizó mediante choque térmico añadiendo 5 µl de la ligación a 50 µl 
células competentes e incubando la mezcla en hielo durante 10 minutos. Tras 2 min a 42 ºC y 2 min en 
hielo, las bacterias se incubaron durante 1 h a 37ºC con 500 µl de medio LB en un orbital a 250 rpm. Tras 
este periodo, las células se sembraron en placas Petri en medio LB agar con ampicilina (50 µg ml-1) y 
cloranfenicol (30 µg ml-1), incubándose a 37 ºC durante 12 h.  
 
14.4. Purificación y secuenciación de los plásmidos  
Se seleccionaron colonias aisladas, que se recogieron con puntas estériles en campana de flujo 
laminar y se pusieron en un tubo estéril con 5 ml de medio LB con ampicilina (50 µg ml-1) y cloranfenicol 
(30 µg ml-1) durante toda la noche a 37 ºC en agitación a 220 rpm. El aislamiento y purificación de los 
plásmidos se llevó a cabo tal y como se describe en el apartado 13.5. Se secuenciaron los plásmidos 
purificados en la empresa Secugen S.L (Madrid) utilizando los oligonucleótidos específicos del vector 
pTrcHisforward y pTrcHisreverse.  
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14.5. Inducción de la proteína recombinante 
Se inoculó una colonia BL21 portadora de la construcción correspondiente en un tubo estéril con 
ampicilina (50 µg ml-1) y cloranfenicol (30 µg ml-1) y se cultivó durante una noche a 37 ºC en agitación de 
220 rpm. A la mañana siguiente, todo el volumen del precultivo se vertió en un matraz de 1 l que contenía 
500 ml de medio LB y se incubó a 37 ºC en agitación hasta que el cultivo alcanzó una absorbancia de 0,6 
a 600 nm. En este punto se tomó 1 ml de cultivo (tiempo 0) para su posterior análisis en geles de SDS-
PAGE y se comenzó la inducción mediante la adición de 5 ml de M IPTG 0,1 esterilizado por filtración a 
cada matraz. Los cultivos se incubaron durante 5 h a 37 ºC en agitación y se tomó 1 ml de cada uno de 
ellos (tiempo 5). El resto de cultivo se pasó a tubos que se centrifugaron a 4 ºC durante 30 min a 7500 x 
g. Tras descartar el sobrenadante, las células se guardaron a -20 ºC. En paralelo se llevó un cultivo de E. 
coli BL21 transformada con plásmido pTrcHisA vacío (sin inserto) como control negativo. 
 
14.6. Purificación de la proteína recombinante  
El precipitado de las células obtenido en el apartado anterior se descongeló en hielo y se 
resuspendió en 4 ml de tampón de lisis (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0) por 
gramo de peso húmedo de las bacterias junto con un 1 mg ml-1 de lisozima. A partir de este punto todas 
las manipulaciones se realizaron a 4 ºC. Las muestras se incubaron 30 min en hielo con agitaciones 
intermitentes y se sometieron a 3 ciclos de congelación en nitrógeno líquido y descongelación a 42 ºC. 
Tras una centrifugación de 30 min a 10.000 x g, se añadió ADNasa I (5 mg ml-1) al sobrenadante y se 
incubó 15 min en hielo. Después, el lisado se hizo pasar varias veces a través de una aguja de jeringa de 
punta estrecha para su disgregación y se centrifugó a 10.000 x g durante 30 min a 4 ºC. Se recuperó el 
sobrenadante en un tubo nuevo, se le añadió resina de agarosa Ni-NTA (Qiagen, Alemania) en una 
proporción 1:4 con el volumen del lisado y se dejó incubando en agitación suave a 4 ºC durante 1 h. 
Después de este tiempo, la mezcla se introdujo en columnas (Bio-Rad) previamente equilibradas con 
tampón de lavado (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mm, imidazol 50 mM, pH 8,0) y se eluyó lentamente 
mediante centrifugación a 200 x g a 4 ºC. A continuación, se llevaron a cabo tres lavados con 2,5 ml de 
tampón de lavado, desechándose el eluido. Finalmente, la proteína se eluyó con tampón de elución 
(NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM, pH 8,0) en 5 fracciones de 500 µl. La suma de las 
fracciones purificadas se concentró por ultrafiltración en Amicon ultra 3 kDa (Millipore, EE.UU) con el 
consiguiente intercambio del tampón de elución por tampón fosfato potásico 20 mM pH 7,4. La 
concentración de proteínas recombinantes se determinó mediante el método de Bradford (Bradford, 
1976). 
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El análisis de las proteínas se realizó mediante electroforesis SDS-PAGE seguido de tinción 
Coomassie y en paralelo inmunodetección utilizando un anticuerpo anti-K frente al segmento K (Agrisera, 
Suecia), característico de DHNs y, el anticuerpo anti-6xHis (R&D Systems, Inc), como se describe en los 
apartados 7, 8 y 9 de Materiales y Métodos.  
 
15. ANÁLISIS DE LA FUNCIONALIDAD IN VITRO DE LAS PROTEÍNAS 
VviDHN2 Y VviDHN4 RECOMBINANTES 
15.1. Actividad crioprotectora in vitro frente a lactato deshidrogenasa (LDH) 
Para la evaluación de la capacidad crioprotectora in vitro de las proteínas VviDHN2 y VviDHN4 
se analizó la actividad LDH tras varios ciclos de congelación/descongelación, siguiendo el protocolo 
descrito por Sanchez-Ballesta et al. (2004) con algunas modificaciones. Se preparó una disolución madre 
de LDH de músculo de conejo (EC 1.1.1.27, Sigma-Aldrich, EE.UU.) 0,1 µg·µl-1 (2,85 µM) en tampón 
fosfato potásico 20 mM, pH 7,5. Se utilizaron mezclas con 8 µl de LDH de la disolución madre y diferentes 
cantidades de muestras de la proteína recombinante o BSA (Sigma-Aldrich, EE.UU.), con una relación 
molar proteína: enzima que osciló entre 0,25 y 5 en un volumen final de 100 µl en tampón fosfato potásico 
20 mM pH 7,5. Las disoluciones resultantes se sometieron a dos ciclos de congelación y descongelación, 
para ello las muestras se sumergieron en nitrógeno líquido durante 30 s y luego se dejaron descongelar 
durante 10 min a temperatura ambiente. La actividad enzimática LDH residual se determinó añadiendo 5 
µl de muestras anteriores al tampón de ensayo (Tris-HCl 80 mM, pH 7,5, ácido pirúvico 2 mM, KCl 100 
mM, NADH 0,3 mM) a temperatura ambiente y en un volumen final de 250 µl. La oxidación de NADH 
a NAD+ se monitorizó como la disminución de la absorbancia a 340 nm durante 5 min a 25 ºC, durante 
los cuales, la velocidad de reacción fue lineal, usando el coeficiente de extinción molar para NADH (Ɛ340 
= 6,2 mM-1 cm-1). Se midió la actividad enzimática de dos controles con LDH en tampón fosfato potásico 
20 mM, pH 7,5: uno que fue sometido a los procesos de congelación/descongelación descritos 
previamente y otro que no fue inactivado. Los resultados se mostraron como porcentaje de actividad en 
comparación con los controles no congelados. Los experimentos se realizaron con proteína procedente 
de tres inducciones independientes con dos réplicas técnicas de cada muestra. La concentración de 
proteína crioprotectora (µg ml-1 o nM) que es capaz de preservar la actividad enzimática del 50% después 
de ciclos de congelación/descongelación se utilizó como índice de crioprotección comparativo (DP50) con 
otras DHNs de Vitis y de otras plantas. 
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15.2. Capacidad de protección in vitro frente a la deshidratación de la malato deshidrogenasa 
(MDH)  
Se utilizó la MDH para estudiar la capacidad in vitro de las dehidrinas recombinantes purificadas en 
la protección enzimática frente a la deshidratación, siguiendo el método descrito por Sanchez-Ballesta et 
al. (2004) con algunas modificaciones. Se preparó una disolución madre de MDH de corazón porcino (EC 
1.1.1.37, Sigma-Aldrich, EE.UU.) 0,1 µg µl-1 (2,85 µM) en tampón fosfato potásico 20 mM, pH 7,5. Se 
utilizaron mezclas con 4 µl de MDH de la disolución madre y diferentes cantidades de muestras de 
VviDHN2, VviDHN4 o BSA (Sigma-Aldrich, EE.UU.), con una relación molar proteína: enzima que 
osciló entre 0,25 y 5, en un volumen final de 50 µl en tampón fosfato potásico 50 mM pH 7,2. Las 
disoluciones resultantes se deshidrataron en un concentrador Speed-Vac (Savant SPD131DDA, Thermo 
Fisher Scientific Inc, EE.UU.) hasta 99% ± 0,5 respecto al peso original, se rehidrataron con 50 µl de 
tampón fosfato potásico 50 mM, pH 7,2 y se repitió de nuevo el proceso de deshidratación/rehidratación. 
La actividad enzimática MDH residual se determinó añadiendo 5 µl de muestras anteriores al tampón de 
ensayo (tampón fosfato potásico 150 mM, pH 7,5, oxalacetato 0,2 mM, NADH 0,2 mM) a temperatura 
ambiente y en un volumen final de 250 µl. La oxidación de NADH a NAD+ se monitorizó como la 
disminución de la absorbancia a 340 nm durante 10 min a 25 ºC, durante los cuales la velocidad de reacción 
fue lineal, usando el coeficiente de extinción para NADH (Ɛ340 = 6,2 mM-1 cm-1). Se midió la actividad 
enzimática de dos controles con MDH en tampón fosfato potásico 20 mM, pH 7,5; uno que fue sometido 
a los procesos de deshidratación/rehidratación descritos previamente y otro que no fue inactivado y los 
resultados se mostraron como porcentaje de actividad en comparación con los controles no deshidratados. 
Los experimentos se realizaron con proteína procedente de tres inducciones independientes con dos 
réplicas técnicas de cada muestra.  
 
15.3. Capacidad de protección in vitro frente a la inactivación térmica de la alcohol 
deshidrogenasa (ADH) 
La estabilidad térmica de la ADH de Saccharomyces cerevisiae (EC 1.1.1.1, Sigma-Aldrich, EE.UU.) se 
determinó monitorizando la actividad enzimática residual después de 60 min de incubación a 48 ºC en 
NaH2PO4 10 mM (pH 7,5) y NaCl 100 mM Se utilizaron mezclas de ADH (2,5 µM) con distintas 
concentraciones de VviDHN2, VviDHN4 o BSA (como control) con una relación molar proteína: enzima 
de 0,5, 1 y 2 en un volumen final de 200 µl. Las muestras se incubaron en hielo durante 5 min y se 
transfirieron a un baño de agua a 48 ºC durante 1 h. La actividad ADH residual se determinó cada 10 min 
añadiendo 5 μl de las muestras anteriores al tampón de ensayo (tampón Na4P2O7 10 mM, pH 8,8, NAD
+ 
4,15 mM, etanol 350 mM) en un volumen final de 250 μl. La formación de NADH se midió 
Materiales y Métodos 
64 
 
espectrofotométricamente a 340 nm (Ɛ340 = 6,2 mM-1 cm-1). Se midió la actividad enzimática de dos 
controles con ADH: uno que fue calentado a 48 ºC y otro que no fue inactivado. Los resultados se 
muestran como el porcentaje de la actividad frente a los controles no calentados. Los experimentos se 
realizaron con proteína procedente de tres inducciones independientes con dos réplicas técnicas de cada 
muestra.  
 
15.4. Actividad antioxidante in vitro evaluada mediante el método ABTS•+  
La actividad antioxidante se cuantificó mediante una modificación de la técnica 
espectrofotométrica del ABTS•+ descrita por Re et al. (1999). El radical ABTS•+ se formó tras la reacción 
de ABTS (7mM) con persulfato potásico (2,45mM, concentración final) incubados a temperatura ambiente 
y en oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS•+ se diluyó en agua hasta obtener un valor 
de absorbancia de 0,7 (± 0,02) a 734 nm. Posteriormente, 5 µl de diluciones seriadas de la proteína 
recombinante desde 0 (blanco control) hasta 0,5 moles (2 nM en el ensayo), se pipetearon en una 
microplaca de 96 pocillos a los que se añadieron 245 µl de reactivo ABTS•+. La absorbancia de las muestras 
se midió a 734 nm y a 30 ºC de temperatura tanto al inicio como después de 10 min. Como reactivo de 
referencia se realizó una curva patrón con BSA (Sigma-Aldrich, EE.UU). Los resultados se expresaron 
como % de inhibición del ABTS•+ respecto al control (ensayo sin proteína). 
 
15.5. Evaluación de la actividad de histéresis térmica mediante Calorimetría Diferencial de 
Barrido (DSC) 
Las proteínas anticongelantes, a través de su interacción con los cristales de hielo, disminuyen la 
temperatura de congelación o cristalización de la disolución de un modo no coligativo sin cambiar la 
temperatura de fusión, de tal manera que el descenso de la temperatura de congelación es mayor que el 
acontecido en la temperatura de fusión. La diferencia entre ambos parámetros termodinámicos se 
denomina actividad de histéresis térmica (THA). 
La actividad anticongelante se estimó midiendo el valor de THA mediante la utilización de un 
Calorímetro Diferencial de Barrido DSC822e (Mettler-Toledo, EE.UU.), calibrado con indio y n-octano, 
tomando un crisol vacío de aluminio como referencia. Las proteínas VviDHN2, VviDHN4, AFP de tipo 
III del pez antártico Austrolycichthys brachycephalus (Cheng y DeVries, 1989) (control positivo, cedida por el 
Dr. A. DeVries, Illinois, EE.UU.) o BSA (control negativo) se disolvieron en tampón fosfato potásico 20 
mM, pH 7,2, a una concentración de 3 µg µl-1. Las muestras (3-4 µl) fueron depositadas, selladas y pesadas 
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en crisoles de aluminio de 100 μl. Los crisoles fueron enfriados desde 25 ºC a -80 ºC a una velocidad de 
10 ºC min-1, mantenidos a esta temperatura 5 min y calentados de nuevo a 25 ºC a 0,5 ºC min-1. Una vez 
calculada la temperatura de fusión (Tf) y la entalpía de fusión (ΔHf), se volvieron a enfriar a -25 ºC, 
estabilizándolos a esta temperatura 5 min. Se prosiguió con un calentamiento muy lento (0,5 ºC min-1) 
hasta una temperatura de fusión parcial (Tp), donde existe una cierta cantidad de hielo. El crisol se dejó en 
esa temperatura durante 10 min, permitiendo la interacción hielo-proteína. Posteriormente el crisol fue 
enfriado hasta -25 ºC a 0,5 ºC min-1, observando la aparición de un pico exotérmico de recristalización del 
hielo. 
Integrándolo, se calculó la temperatura (Tc) y la entalpía de recristalización (ΔHc). Se definió THA 
como la diferencia entre Tp y Tc. Este procedimiento experimental se repitió para diferentes Tp con el fin 
de obtener sistemas donde varíe la cantidad de hielo. 
 
15.6. Evaluación de la capacidad antifúngica in vitro 
15.6.1. Evaluación de la capacidad antifúngica in vitro por inhibición de la germinación de esporas 
La actividad antifúngica in vitro de las proteínas VviDHN2 y VviDHN4 recombinantes se analizó 
mediante espectrofotometría midiendo la inhibición del crecimiento del patógeno fúngico B. cinerea (cepa 
cedida por la Colección Española de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia, España), como se describe 
por Cavallarin et al. (1998). El hongo se creció en placas de Petri de 100 mm x 15 mm que contenían 20 
ml de agar-dextrosa-patata (PDA) durante 7 días a 25 ºC. Transcurrido este tiempo se recogieron esporas 
de colonias esporuladas y se suspendieron en 1% (v/v) Tween 20 estéril en agua. La concentración de 
esporas se ajustó a 1,15 x 106 esporas ml-1. En cada pocillo de microplacas multipocillo se pipetearon 94 
µl de caldo de dextrosa-patata (PDB) (Difco Laboratories, Detroit) y 6 µl de la suspensión de esporas 
preparada anteriormente en microplacas multipocillo. Se ensayaron distintas concentraciones de 
VviDHN2, VviDHN4 o BSA (0,03 µg µl-1, 0.15 µg µl-1 y 0.3 µg µl-1), así como de nistatina (antifúngico 
utilizado como control positivo 1 µg μl-1) en 100 µl de PBS. Los controles de esterilidad contenían 
solamente PBS. Las placas se incubaron a 25 ºC en oscuridad y la turbidez originada como consecuencia 
del crecimiento fúngico se midió por espectrofotometría a 595 nm cada 24 h después de la inoculación, 
hasta las 96 h. Los experimentos se realizaron con proteína procedente de tres inducciones independientes 
con dos réplicas técnicas de cada muestra.  
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15.6.2. Evaluación capacidad antifúngica in vitro por inhibición del crecimiento de hifa 
La actividad antifúngica in vitro frente a B. cinerea también se determinó mediante bioensayo de 
inhibición de la extensión de las hifas. El ensayo se llevó a cabo en placas de Petri de 100 mm x 15 mm 
que contenían 20 ml de PDA. Se depositaron 10 μl de inóculo recién preparado como se describe 
anteriormente en el centro de la placa y se incubaron durante 24 h 25 ºC. Una vez desarrollada la colonia 
micelial, se colocaron discos de papel de filtro estériles (0,7 cm de diámetro) alrededor y a 1 cm de distancia 
de la colonia micelial. Uno de los discos ensayados contenía 10 µg de BSA (control) y los otros dos 10 µg 
de las proteínas recombinantes VviDHN2 y VviDHN4, respectivamente. Las placas se incubaron durante 
35 h a 25 ºC en oscuridad y se tomaron imágenes a tiempo final utilizando ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad).  
 
16. ANÁLISIS IN SILICO DE LAS REGIONES PROMOTORAS DE DHNs Y PRs DE 
V. VINIFERA 
Se analizaron 1500 pares en dirección 5’ con respecto al ATG de los genes VviDHN1a, VviDHN2, 
VviDHN4, VviTL1 y VviOsmo en busca de elementos cis reguladores. Las secuencias analizadas se 
obtuvieron directamente de las secuencias genómicas de los genes en la base de datos de anotación del 
genoma de V. vinifera (http://genomes.cribi.unipd.it/grape/). Este estudio se realizó con dos plataformas 
de análisis disponibles en la red, PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) y PLANTCARE 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). 
 
17. ENSAYOS DE RETARDO ELECTROFORÉTICO (EMSA)  
Se llevó a cabo la inducción de las proteínas recombinantes de los factores de transcripción 
VviDREBA1-1, VviDREBA1-6 y VviDREBA1-7 así como VviWRKY14 y VviWRKY42 tal y como se 
describe en los apartados 14.1 y 14.5 de Materiales y Métodos, utilizando los oligonucleótidos específicos 
de cada uno de ellos con las dianas para las enzimas de restricción correspondientes que se indican en la 
Tabla A-I del Anexo. La purificación de las proteínas VviDREBA1s se llevó a cabo siguiendo el 
protocolo descrito en el apartado 14.6 de Materiales y Métodos. Sin embargo, en el caso de las proteínas 
VviWRKY14 y VviWRKY42 contenidas en cuerpos de inclusión, para su purificación se siguió el 
protocolo descrito por Omer (2011). Los precipitados se resuspendieron en 3 ml de tampón de 
dispersión/unión rico en urea (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, NaH2PO4 100 mM, NaCl 300 mM, urea 8 M). 
En paralelo se incubó 1 ml de la resina de agarosa Ni-NTA (BioRad) con 4 ml de tampón de 
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dispersión/unión en las columnas durante 30 min en agitación. A continuación, se realizaron tres lavados 
con 1 ml de tampón de dispersión/unión, y se trasvasaron las muestras resuspendidas para proceder a la 
unión de la proteína heteróloga con el níquel de la resina. Este proceso se realizó durante 1 h en agitación 
a 4 ºC. Tras la unión, se eluyó todo el volumen y las columnas se lavaron dos veces con tampón de lavado 
(Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, NaH2PO4 100 mM, NaCl 300 mM, urea 8 M, imidazol 30 mM), tras lo que se 
eluyeron las proteínas unidas con tampón de elución conteniendo mayor porcentaje de imidazol (Tris-HCl 
10 mM, pH 8,0, NaH2PO4 100 mM, NaCl 300 mM, urea 8 M, imidazol 250 mM). 
Las proteínas recombinantes se utilizaron para determinar la formación de complejos proteína-
ADN en una electroforesis no desnaturalizante en gel de acrilamida debido al retraso en la migración 
electroforética del complejo respecto a la sonda de ADN no unida a proteína. Como sondas se utilizaron 
oligonucleótidos que contenían las cajas DRE/CRT presentes en la región promotora de las VviDHNs o 
las cajas W de los promotores de PRs que fueron marcados con biotina utilizando el kit Biotin 3’ End 
DNA Labeling (Thermo Scientific Pierce). Las reacciones de unión se realizaron en un volumen final de 
20 μl que contenían 2 μg de las proteínas recombinantes, 50 μM de DNA sin marcar, 80 nM de sonda 
marcada con Biotina, 50 ng μl-1 de poli (dI·dC) como competidor inespecífico (para eliminar proteínas que 
puedan unirse de modo inespecífico al ADN por interacciones electrostáticas), 2,5% (v/v) de glicerol y 1x 
tampón unión (Tris 100 mM, KCl 500 mM, DTT 10 mM; pH 7,5). Las reacciones de unión se incubaron 
a temperatura ambiente durante 20 min, y posteriormente se detuvieron mediante la adición de 5 μl de 6x 
tampón de carga (15% Ficoll-tipo 400, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% Xilene-cianol en TBE) que se 
mezclaron por pipeteo suave. Para los ensayos de competición, se añadieron 500 veces más de las sondas 
no marcadas 10 min antes de añadir las marcadas. Las reacciones de unión se separaron por electroforesis 
en un gel de poliacrilamida al 6% en condiciones nativas con 0,5x TBE (Tris 45 mM, ácido bórico 32,3 
mM, EDTA 1,25 mM, pH 8,3) durante 45 min a 100 V. El gel se transfirió durante 1 h a 100 V a 4 ºC a 
una membrana de nylon cargada positivamente y cuando se completó la transferencia, para inducir el 
entrecruzamiento entre el ADN y la proteína, las membranas se expusieron a luz UV de 254 nm a 120 mJ 
cm-2 en un Crosslinker UV (UVP, Alemania). La detección del ADN marcado con biotina se realizó por 
quimioluminiscencia siguiendo las indicaciones del fabricante de Fisher Scientific Pierce. Las membranas 
colocadas en un casete de película fueron expuestas a películas de revelado de rayos X. 
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18. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS 
La búsqueda de homologías se realizó a través de la herramienta BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) en el buscador del National Center for Biotechnology Information 
(NCBI).  
Los alineamientos múltiples de secuencias se llevaron a cabo con el servidor CLUSTALW 
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/). Para la identificación de los dominios conservados se utilizó 
Boxshade 3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).  
El cálculo del peso molecular y del punto isoeléctrico teórico de las secuencias de aminoácidos 
deducidas se realizó a partir de la herramienta ‘Compute pI/MW’ (http://web.expasy.org/compute_pi/) 
(ExPASy, SIB).  
La predicción de los sitios de fosforilación en las secuencias de aminoácidos se realizó mediante la 
aplicación NetPhos 3.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) así como de la herramienta 
P3DB de la base de datos de fosforilación de proteínas de plantas (http://www.p3db.org/prediction.php).  
La predicción de los sitios de glicosilación de las proteínas recombinantes se llevó utilizando la 
herramienta NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) de la Universidad 
Técnica de Dinamarca. 
La predicción de los sitios de ubiquitinación de las diferentes proteínas se realizó a partir de las 
secuencias de aminoácidos deducidas utilizando el software UbPred: predictor of protein ubiquitination 
sites (http://www.ubpred.org/) mientras que los sitios de sumoilación se predijeron con la herramienta 
GPS-SUMO 2.0 Online Service (http://sumosp.biocuckoo.org/online.php). 
El análisis del grado de desorden intrínseco de la proteína se evaluó mediante la herramienta online 
DISOPRED3 del centro de Bioinformática de Bloomsbory (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) y la 
predicción de dominios transmembranales de las proteínas se realizó mediante el software DAS-TMserver 
(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) 
El árbol filogenético se construyó en base a ese alineamiento usando el software MEGA 7.0 
siguiendo el método de Neighbour-Joining. La robustez topológica del árbol filogenético se evaluó 
mediante el análisis de bootstrap basado en 1.000 réplicas.  
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19. ESTADÍSTICA 
Todos los análisis estadísticos llevados a cabo en el presente trabajo se realizaron utilizando el 
programa IBM-SPSS stadistics versión 22.0 (IBM Corp. Armonk, NY, EE.UU.). El estudio del efecto del 
tiempo de conservación a 0 ºC y de los distintos tratamientos con concentraciones elevadas de CO2 se 
llevó a cabo mediante el análisis la varianza (ANOVA) de una vía cuando se compararon los grupos Aire 
y CO2 hasta el día 13 de conservación. Dada su complejidad, para establecer el efecto de los diferentes 
tratamientos (Aire, CO2 y CO2/CO2) y el tiempo de conservación en los parámetros estudiados, se utilizó 
un ANOVA de dos vías o multivarianza (tratamiento y tiempo). En ambos casos, se realizó el test post 
hoc de la diferencia significativa de Duncan (multiple range test, MRT) para determinar las diferencias 
entre grupos, que se consideraron significativas cuando p<0,05. Para el análisis de la relación entre el nivel 
de expresión de diferentes genes y la de los factores de transcripción que potencialmente podrían 
regularlos, se realizó un análisis del coeficiente de correlación de Pearson (p<0,05 o p<0,01). 
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1. EVALUACIÓN DE LA CALIDAD DE UVA DE MESA AUTUMN ROYAL Y 
EFECTO DE TRATAMIENTOS CON ALTOS NIVELES DE CO2 DURANTE LA 
CONSERVACIÓN A BAJAS TEMPERATURAS 
1.1. Evaluación de la calidad de los racimos 
La apariencia de los frutos es un factor altamente relevante para la comercialización del producto, 
ya que se asocia con su nivel de madurez y frescura, determinando su aceptación por el consumidor. El 
examen de visu permitió realizar una valoración subjetiva del estado de los racimos de uva de mesa Autumn 
Royal y evaluar el efecto de los tratamientos con altos niveles de CO2 en el mantenimiento de la calidad 
durante la conservación postcosecha. 
Figura 4.  Apariencia de racimos de uva Autumn Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 
durante la conservación a 0 ºC. A) Imágenes del racimo, pedicelo y raquis de uva de mesa recién recolectada (0 días), no 
tratada (Aire) y tratada con CO2 (CO2 y CO2/CO2) después de 28 y 41 días de conservación a 0 ºC. B) Imágenes del pericarpio 
de bayas recién recolectadas (0 días), no tratadas (Aire) y tratadas con CO2 (CO2 y CO2/CO2) después de 41 días de conservación 
a 0 ºC. 
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Como se puede apreciar en la Figura 4, el mayor deterioro se hizo patente a través del estado del 
raquis, incluyendo el pedicelo. Así, el aspecto fresco y verde del estadio inicial derivó en una apariencia 
leñosa y pardeada que se intensificó en el transcurso de la conservación a 0 ºC. El tratamiento con altas 
concentraciones de CO2 retrasó el desarrollo del pardeamiento del raquis en los racimos tratados y en los 
doblemente tratados hasta el final del periodo de conservación. Estos resultados se reflejaron al evaluar el 
índice de pardeamiento del raquis, resultados que se recogen en la Tabla 4, siendo evaluados en una escala 
de 0-4, en la que 0 indica “ningún síntoma de daño” y 4 “daño severo”. Aunque el efecto del CO2 se fue 
haciendo patente desde su primera aplicación, a los 3 días, es a los 28 días de conservación dónde los 
resultados fueron más evidentes. En este punto, los racimos conservados en aire presentaron un valor de 
3,7, mientras que los tratados con CO2 de 2,7 y los tratados con CO2/CO2 de 2,0 (resultados no mostrados). 
Al final del periodo de conservación (día 41), las diferencias en la apariencia del raquis se difuminaron, 
aunque los racimos tratados mostraron un índice de pardeamiento significativamente menor. Asimismo, 
la aplicación de los tratamientos gaseosos redujo significativamente las pérdidas de peso de los racimos, 
llegando a valores de 30 a 40 % menores que en los racimos no tratados al final de la conservación Tabla 
4. 
 
 
*Escala del Índice de pardeamiento del raquis: 0, sin daño; 1, ligero; 2, moderado;3, intenso; 4, severo. 
Se muestran las medias ± DE. Los valores que mostraron diferente letra dentro de una fila son significativamente 
diferentes al nivel elegido (análisis ANOVA con test Duncan y p<0,05). 
 
Parámetros de calidad Aire CO2 CO2 / CO2
SSC (%) 12,87 ± 0,04 a 14,94 ± 0,21 b 13,39 ± 0,44 a 13,22 ± 0,28 a
AT (% ácido tartárico) 0,46 ± 0,04
 
a 0,43 ± 0,01 a 0,4 ± 0,01 a 0,43 ± 0,02 a
Índice de madurez (SSC/TA) 27,87 34,49 33,65 30,92
pH 3,88 ± 0,04 ab 3,91 ± 0,01
 
a 3,85 ± 0,02 bc 3,83  ± 0,02 c
Punción 0,57 ± 0,07 a 0,59 ± 0,1 a 0,44 ± 0,07 a 0,54 ± ,0,90 a
Compresión 30,42 ± 3,99 a 30,46 ± 5,66 a 29,37 ± 3,90 a 34,23 ± 5,10 a
Podredumbre (%) - 13,7 ± 0,7 a 7 ± 0,7 b 4,2 ± 0,5 c
Pérdida de agua de las bayas (%) - 2,90 ± 0,20 a 0,90 ± 0,11 b 0,52 ± 0,10 c
Pérdida de peso del racimo (%) - 7,6 ± 0,09 a 5,2 ± 0,1 b 4,5 ± 0,08 c
Granos caídos (%) - 4,57 ± 0,58 a 1,83 ± 0,35 b 1,36 ± 0,23 b
Índice de  pardeamiento del raquis* 0 4 3,6 3,25
Cizalla 54,19 ± 3,7 a 61,10 ± 11,22 a 63,65 ± 10,98 a 52,89 ± 12 a
Recién 
recolectados
41 días de almacenamiento a 0 ºC
Tabla 4. Parámetros de calidad de racimos de Autumn Royal tratados y no tratados con altas 
concentraciones de CO 2  al final del periodo de conservación a 0 ºC  
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Dentro de los parámetros que definen la frescura y la madurez, el color de la baya, tanto en 
intensidad como en uniformidad, es el aspecto externo más fácilmente evaluado por el consumidor. Sin 
embargo, por tratarse Autumn Royal de un cultivar de uva tinta oscura, ninguno de los dos parámetros 
pudo ser analizado. Asimismo, ni la conservación a bajas temperaturas ni la aplicación de altos niveles de 
CO2 dio lugar a cambios en el color de la pulpa, no encontrándose diferencias como se observa en la 
Figura 4B. 
Otro aspecto de gran relevancia que determina la calidad del racimo es la susceptibilidad de este al 
ataque fúngico durante la conservación a bajas temperaturas, siendo mayoritariamente causado por B. 
cinerea. Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento de 3 días con altas concentraciones de CO2 
redujo significativamente la incidencia de la podredumbre a lo largo de la conservación a 0 ºC, y que un 
segundo choque con CO2 fue incluso más efectivo en el control de la infección por el hongo, tanto a los 
28 días de conservación (resultados no mostrados) como al final del periodo ensayado (¡Error! No se 
encuentra el origen de la referencia. 4). En este sentido, a los 41 días de conservación, los frutos tratados 
con CO2 mostraron una incidencia de ataque por hongo del 7% ± 0,7, mientras que en los frutos no 
tratados fue del 13,7% ± 0,7. Además, los frutos que fueron sometidos al doble tratamiento de CO2 
redujeron en un 20% la incidencia de la podredumbre frente a los no tratados, presentando valores 
similares a los mostrados por los frutos no tratados a los 28 días de conservación (resultados no 
mostrados). Para evaluar si el tratamiento con altas concentraciones de CO2 era efectivo en el control de 
la podredumbre, no solo a bajas temperaturas, sino también durante el periodo de vida útil, se midió la 
incidencia del ataque fúngico después de 4 días a 20 ºC, una vez finalizado el periodo de conservación 
frigorífica. Los resultados mostraron que los frutos que habían sido expuestos a altas concentraciones de 
CO2 presentaban una tasa de infección fúngica menor que la de los frutos no tratados (15,7% ± 1,3 frente 
a 29.7% ± 2,3). Además, el doble tratamiento con CO2 mantuvo niveles de infección (10,6% ± 1,1) 
significativamente inferiores a los registrados en los frutos sometidos a un único tratamiento, continuando 
así con la dinámica de protección frente a la podredumbre observada durante la conservación en frío 
(resultados no mostrados). 
 
1.2. Parámetros organolépticos 
Además de la apariencia del fruto, se evaluaron los parámetros de calidad interna de las bayas, 
asociados con la textura y el sabor. 
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1.2.1. Pérdida de agua de la baya 
Como muestran los resultados recogidos en la Tabla 4, tuvo lugar una reducción del contenido 
hídrico de la baya concomitante con el tiempo de conservación en frío, registrándose un descenso del 
contenido de agua de los frutos no tratados de un 2,90% ± 0,20 a los 41 días, respecto al presentado por 
los frutos recién recolectados (89,12% ± 0,83). La pérdida de agua en frutos sometidos a un único 
tratamiento con CO2 también fue aumentando a lo largo de la conservación en frío, sin embargo, los 
valores alcanzados fueron significativamente menores que en los frutos no tratados. Al final del periodo 
de conservación, las pérdidas de agua registradas en los frutos tratados con CO2 representaron un 0,90% 
± 0,11. Asimismo, los resultados indican, que el segundo tratamiento con altas concentraciones de CO2 
fue aún más efectivo reduciendo las pérdidas de agua en estos frutos. 
 
1.2.2. Turgencia de la baya 
La turgencia de la baya se midió a través de su resistencia a la punción y a la compresión, sin 
embargo, los resultados de ambos ensayos no mostraron diferencias significativas ni derivadas de la 
conservación en frío ni asociadas al efecto de los tratamientos con CO2, como se refleja en la Tabla 4. 
 
1.2.3. Índice de madurez y pH 
El índice de madurez de las bayas, evaluado a través de la relación “contenido en sólidos 
solubles/acidez titulable”, fue de 27,97 para los frutos recién recolectados (Tabla 4). El contenido en 
sólidos solubles fue significativamente menor en los frutos tratados que en los no tratados, manteniendo 
niveles similares a los frutos recién recolectados. Sin embargo, la acidez titulable no varió 
significativamente durante la conservación a 0 ºC. Teniendo en cuenta los valores de sólidos solubles y la 
acidez titulable, el índice de madurez de los frutos al final del periodo de conservación reveló que aquellos 
que habían sido doblemente tratados con CO2 mostraron un valor de 30,74, similar al hallado en los frutos 
recién recolectados, que difería del calculado tanto en los frutos no tratados como en los sometidos a un 
único choque con altos niveles de CO2 (34,74 y 33,47, respectivamente) (Tabla 4).  
Los resultados mostraron, además, un ligero incremento en el pH de los frutos no tratados al final 
de la conservación, mientras que los frutos tratados con uno o dos choques de CO2 mantuvieron valores 
significativamente menores (Tabla 4). 
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2. ANÁLISIS HISTOLÓGICO DEL PERICARPIO DE UVA DE MESA TRATADA 
CON ALTOS NIVELES DE CO2 DURANTE LA CONSERVACIÓN A BAJAS 
TEMPERATURAS. EVALUACIÓN DE LA ESTRUCTURA 
El análisis de la integridad tisular del pericarpio de uva de mesa se realizó por microscopía óptica a 
diferentes aumentos (10X y 100X) tras la tinción de las secciones con azul de toluidina O. Éste se 
caracteriza por ser un colorante catiónico (básico) que se une a grupos cargados negativamente y 
metacromático; de modo que el color púrpura rosado aparece cuando el colorante reacciona con 
polisacáridos carboxilados tales como pectinas; verde, azul verdoso o azul brillante con sustancias 
aromáticas como lignina y taninos; y azul violáceo con ácidos nucleicos, no presentando coloración si se 
une a aceites.  
  En las imágenes tomadas a 10 aumentos se pueden distinguir el mesocarpio y el exocarpio del 
fruto, diferenciados fundamentalmente por el tamaño de las células que los componen (Figura 5). Los 
resultados indican que el mesocarpio de uva de mesa Autumn Royal está constituido por células 
voluminosas y turgentes (aunque irregulares) de paredes finas y que no muestra alteraciones histológicas 
derivadas ni de la conservación en frío, ni del tratamiento con altos niveles de CO2. Por el contrario, sí se 
aprecia una marcada variación en la afinidad del exocarpio por el colorante según el estadio de 
conservación y la aplicación o no de altas concentraciones de CO2 a los frutos. 
En las imágenes tomadas con 100 aumentos se pudieron diferenciar las tres capas en el exocarpio; 
bajo la cutícula, la epidermis apareció como un revestimiento regular de células colenquimáticas de paredes 
gruesas, mientras que la hipodermis subyacente mostró células grandes y voluminosas, rodeadas de paredes 
celulares engrosadas (Figura 5). La epidermis de los frutos recién recolectados presentó células aplanadas 
de paredes gruesas con alta afinidad por el azul de toluidina. En el transcurso de la conservación, las 
paredes fueron perdiendo progresivamente intensidad en la tinción, que se relacionó con una pérdida en 
la organización y compactación de las fibras de la pared, permitiendo que las células adquirieran una 
apariencia redondeada (células hinchadas). Esto también provocó que la delimitación entre la epidermis y 
las capas más externas de la hipodermis fuera más difusa. La tinción con azul de toluidina reveló diferencias 
entre frutos no tratados y tratados con CO2 que afectaron a su morfología (Figura 5). Estas diferencias 
estructurales que fueron levemente percibidas a los 28 días, se hicieron especialmente significativas al final 
del periodo de conservación a 0 ºC. Los frutos tratados (CO2) mostraron una epidermis de grosor similar 
al de los frutos recién traídos de campo (10X), con células con una forma más aplanada a medida que se 
localizaron en regiones más externas y que mostraron paredes celulares gruesas con alta afinidad por el 
colorante. El doble tratamiento con CO2 provocó la formación de una epidermis aún más compacta, con 
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células que redujeron su espacio intracelular en favor del engrosamiento de las paredes celulares, que 
además intensificaron su coloración púrpura rosada.  
 
Figura 5. Análisis histológico del pericarpio de uva Autumn Royal tratadas y no tratadas con altas concentraciones 
de CO2 al final del periodo de conservación a 0 ºC. Observaciones de las micrografías del pericarpio obtenidas por 
microscopía óptica a 10X y 100X tras la tinción de las secciones con Azul de Toluidina O. EX, exocarpio; MS, mesocarpio; Ct, 
cutícula; Ep, epidermis; Hi, hipodermis. Las barras de escala de imágenes 10X y 100X representan 200 µm y 20 μm, 
respectivamente. 
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3. ANÁLISIS ULTRAESTRUCTURAL DE CÉLULAS DEL PERICARPIO DE UVA 
DE MESA TRATADA CON ALTOS NIVELES DE CO2 DURANTE LA 
CONSERVACIÓN A BAJAS TEMPERATURAS. EVALUACIÓN DE LA 
INTEGRIDAD CELULAR 
Las imágenes obtenidas por TEM permitieron observar que el pericarpio de uvas recién recolectadas 
estaba constituido por células que presentaron un alto grado de integridad, tanto de sus membranas 
celulares como de su morfología. La conservación en frío repercutió negativamente en la estructura de los 
diferentes orgánulos celulares, que fueron disgregándose paulatinamente durante la conservación. El daño 
celular fue especialmente evidente a los 41 días de conservación en los frutos no tratados. Asimismo, los 
frutos tratados con altas concentraciones de CO2 no desarrollaron síntomas visibles inducidos por la 
conservación en frío a nivel citológico, manteniendo una completa integridad celular hasta el final del 
periodo de estudio (Figura 6). 
 
3.1. Pared celular 
Al final de la conservación, en los frutos no tratados, no se identificaron alteraciones significativas 
en la pared celular a nivel de microscopía electrónica a pesar del grado de desestructuración tisular 
observado por microscopía óptica (Figura 6, MP+PC). Los componentes fibrilares, principalmente 
microfibrillas de celulosa, se observaron distribuidos de manera orientada y regularmente en la pared. 
Ocasionalmente se detectaron ondulaciones en la pared celular a los 41 días de conservación de los frutos 
no tratados, pero estos surcos no fueron representativos del global. 
 
3.2. Membrana plasmática 
La línea osmiófila localizada a continuación de la pared celular se identificó como la membrana 
plasmática. Después de 41 días de conservación a 0 ºC no se observaron roturas o interrupciones 
significativas en ninguno de los grupos analizados (Figura 6, MP+PC). Por el contrario, sí se detectó una 
tendencia creciente a la separación membrana plasmática-pared celular en las uvas no tratadas. Asimismo, 
se localizaron separaciones puntuales membrana-pared en frutos CO2, mientras que en frutos CO2/CO2, 
la membrana se mantuvo completamente fijada a la pared celular hasta el final de la conservación. 
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3.3. Núcleo 
En las secciones de uvas recién recolectadas o control, el núcleo celular apareció principalmente 
en forma de eucromatina, que suele corresponder con regiones del ADN que están transcribiéndose. A 
pesar de que en un estadio intermedio de la conservación (28 días) no se observaran ni condensación ni 
degradación de la cromatina en ninguno de las secciones de los tres lotes analizados (resultados no 
Figura 6. Ultraestructura del pericarpio de uva Autumn Royal tratadas y no tratadas con altas concentraciones de 
CO2 al final del periodo de conservación a 0 ºC. Observaciones de las micrografías del pericarpio obtenidas por TEM. MP 
y ▲, membrana plasmática; PC y *, pared celular; Δ, membrana nuclear. Las barras de escala representan 1 μm. 
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mostrados), a los 41 días de conservación, el núcleo de los frutos no tratados mostró síntomas irreversibles 
de cariolisis. Así, como se puede observar en las imágenes de la Figura 6 correspondientes al núcleo de 
frutos no tratados (Aire), se produjo una intensa condensación de la cromatina en heterocromatina, que 
es en su mayoría transcripcionalmente inactiva y que en algunos casos apareció incluso fragmentada. El 
estudio nuclear de los frutos tratados mostró la predominancia de eucromatina, siendo especialmente 
patente en frutos doblemente tratados (núcleos aparentemente similares a los de frutos recién 
recolectados). La doble membrana nuclear se mantuvo intacta en todas las muestras analizadas, no 
presentando alteraciones asociadas a la conservación a bajas temperaturas. 
 
3.4. Mitocondria 
Aunque la mitocondria es un orgánulo sensible a las bajas temperaturas, se observaron un gran 
número de ellas en todas las muestras analizadas. En las imágenes correspondientes a frutos recién 
recolectados se observaron mitocondrias “típicas”, con membranas mitocondriales, tanto externas como 
internas, sin disrupciones y organizadas en crestas mitocondriales dispuestas en forma de tubo (Figura 6). 
En los frutos no tratados, al final de la conservación, se observó tanto un incremento en el carácter 
osmiófilo de la membrana externa como una pérdida absoluta de la organización de las crestas 
mitocondriales, que provocó la desaparición de un espacio matriz definido. En cambio, los frutos tratados 
(CO2 y CO2/CO2) mostraron mitocondrias estructuradas, que no habían desarrollado daño a nivel de 
membrana. Así, fue posible identificar las crestas mitocondriales y el espacio matriz, permitiendo establecer 
la similitud con la morfología de las mitocondrias de frutos recién recolectados. 
 
3.5. Cloroplasto 
Los cloroplastos son los orgánulos más sensibles a las lesiones por bajas temperaturas. En las uvas 
recién recolectadas, los cloroplastos mostraron forma de elipse alargada, de unos 10 µm de longitud, con 
tilacoides de la grana apilados e interconectados entre sí por los tilacoides del estroma (Figura 6). El lumen 
de los tilacoides fue perceptible por su bajo contraste en comparación con las membranas y dentro del 
estroma se encontraron pequeñas vesículas continuas con la membrana interna del cloroplasto que forman 
parte del llamado retículo periférico. Ambas membranas del cloroplasto se mostraron intactas. En el 
interior del cloroplasto se observaron algunos gránulos osmiófilos sin membrana, que se identificaron 
como plastoglóbulos, conteniendo pigmentos o lípidos y, eventualmente, se encontraron acumulaciones 
de almidón, aunque no de manera generalizada. El daño por las bajas temperaturas en los cloroplastos ya 
se registró a los 28 días de conservación en frutos no tratados (resultados no mostrados). La Figura 6 
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muestra el estado del cloroplasto a los 41 días, que refleja la evolución de la descomposición del orgánulo 
cuando el fruto permanece a 0 ºC. Se observó que los cloroplastos habían adquirido forma redondeada 
(hinchada), que la arquitectura tilacoidal había desaparecido y que la integridad de la membrana externa 
estaba seriamente comprometida. Los resultados indicaron que los frutos tratados con CO2, al igual que 
en el caso de las mitocondrias, no desarrollaron síntomas de daño por frío lo que se reflejó en el 
mantenimiento de la morfología de los cloroplastos, en una correcta distribución de los tilacoides y en la 
no aparición de disrupciones en su membrana externa. Por otro lado, cabe destacar que, aunque se 
identificaron niveles de retículo periférico muy bajos en los cloroplastos desde el inicio de la conservación, 
tras 41 días a bajas temperaturas, y dado el grado de degradación del estroma de los frutos no tratados, el 
retículo periférico no fue visible. Sin embargo, mientras que su apariencia en el grupo CO2 fue similar a la 
encontrada en los frutos recién recolectados, el retículo periférico se desarrolló fundamentalmente con el 
segundo tratamiento de CO2. 
 
4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ALTAS CONCENTRACIONES DE CO2 
EN LA PROTECCIÓN FRENTE AL ESTRÉS OXIDATIVO DURANTE LA 
CONSERVACIÓN DE LOS FRUTOS A BAJAS TEMPERATURAS 
4.1. Niveles de peroxidación lipídica 
La peroxidación lipídica hace referencia a la degradación oxidativa de los lípidos de las membranas 
celulares. Como indicador directo del daño celular y de la peroxidación lipídica en las membranas de las 
células se cuantificaron los niveles de MDA, medido por TBARS, por ser uno de los productos finales de 
la reacción en cadena que se origina al generarse un radical libre en un ácido graso, y cuya determinación 
en tejidos es uno de los métodos principales para evaluar el estrés oxidativo.  
Las uvas recién recolectadas presentaron un valor de 53 ± 1,9 nmol g-1 PF de MDA. Los resultados 
indican que el grado de peroxidación lipídica de las membranas celulares aumentó gradualmente durante 
el periodo de conservación a 0 ºC en los frutos no tratados (Figura 7). Al final de la conservación (día 41) 
se registraron valores de MDA de 63,70 ± 0,8 nmol g-1 PF, que supusieron un incremento de un 16,8% 
respecto a los medidos al inicio de la conservación (Figura 7). En los frutos tratados con CO2 también se 
registró un aumento paulatino del nivel de lipoperoxidación, sin embargo, los valores siempre fueron 
significativamente menores que sus controles en aire. Si bien el grupo CO2 mostró un incremento de MDA 
al final de la conservación, éste fue un 30% menor que en los frutos no tratados (60,71 ± 0,7 nmol g-1 PF), 
representando niveles similares a los obtenidos en los frutos conservados en aire después de 28 días a 0 
ºC. Al final de la conservación, la reducción de MDA más significativa (70%) se observó en el grupo 
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CO2/CO2 donde se alcanzaron niveles de MDA de 56,5 ± 0,49 nmol g
-1 PF. Cabe destacar, estos valores 
fueron similares a los niveles de MDA determinados tras 16 días de conservación en los frutos no tratados 
o a los hallados tras 28 días en los tratados con CO2. 
 
  
4.2. Niveles de peróxido de hidrógeno 
Las reacciones de peroxidación lipídica pueden ser desencadenadas por la presencia en la célula de 
peróxido de hidrógeno, una de las principales especies reactivas del oxígeno, por lo que la determinación 
de los niveles de este compuesto en los tejidos es otro indicativo de daño en membranas celulares, además 
de ser un marcador del grado de estrés oxidativo intracelular.  
El contenido de H2O2 en muestras de uvas recién recolectadas fue de 28 ± 0,7 nmol g
-1 PF. El 
incremento más significativo en los niveles de H2O2 se registró a los 3 días de conservación (39,07 ± 0,24 
nmol g-1 PF) en los frutos no tratados (Figura 8). Los cambios en la acumulación de H2O2 durante la 
conservación en frío no fueron drásticos y siguieron una curva cuyo máximo se registró en los frutos no 
tratados a los 28 días a 0 ºC (41,52 ± 0,7 nmol g-1 PF). Los valores de incremento del contenido de H2O2 
de los frutos tratados con CO2 fueron significativamente más bajos que los alcanzados en los frutos no 
tratados. Así, a los 28 días de conservación se registró un incremento de 10,60 ± 0,6 y 6,74 ± 0,7 nmol    
g-1 PF en los frutos CO2 y en los frutos CO2/CO2, respectivamente, frente al incremento de 15,62 ± 0,7 
Días
0 a a b
3 a Y a X a
16 b Y b Y a X
28 c Z c Y b X
41 d Z d Y c X
MDA
CO2 CO2/CO2
++
Aire
Figura 7. Cambios en el nivel de peroxidación lipídica en uva Autumn Royal tratadas y no tratadas con altas 
concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los resultados se expresan como el incremento relativo con 
respecto a los niveles hallados en frutos recién recolectados (día 0). Cada valor corresponde a la media de tres replicas biológicas 
(n = 6) ± DE. En la tabla se muestran las diferencias estadísticas entre frutos tratados y no tratados, utilizando el análisis 
univarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). Diferentes letras (a-d) en cada columna representan cambios significativos 
a lo largo de la conservación. Diferentes letras (X, Y, Z) en cada fila representan cambios significativos cada día de conservación 
entre los frutos tratados y no tratados. El símbolo (−) indicó un descenso significativo del parámetro analizado entre los frutos 
tratados y no tratados, utilizando un análisis multivarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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nmol g-1 PF de los frutos no tratados. Asimismo, es relevante señalar que la aplicación del segundo choque 
de CO2 evitó el incremento que se observó a los 16 días en los frutos con un solo choque gaseoso, 
manteniéndose el contenido de H202 prácticamente estable hasta el final de la conservación. 
 
5. EFECTO DE LA APLICACIÓN DE ALTOS NIVELES DE CO2 EN LA 
ACUMULACIÓN DE OSMOLITOS ORGÁNICOS EN UVA DE MESA AUTUMN 
ROYAL DURANTE LA CONSERVACIÓN A BAJAS TEMPERATURAS 
La acumulación de solutos osmoprotectores de bajo peso molecular se determinó en la piel y la pulpa 
por separado. Si bien los resultados indicaron un comportamiento diferente en el patrón de acumulación 
de los distintos osmolitos analizados, todos ellos mostraron una acumulación mayor en los frutos tratados 
con CO2 que en los no tratados. Los valores de cada uno de los osmolitos recogidos en la X representan 
el incremento de concentración producido sobre el valor hallado en la piel o pulpa al inicio de la 
conservación. 
 
 
 
 
Días
0 a a a
3 b Y b X b
16 b Z c Y b X
28 c Z d Y b X
41 c Y c X c X
H2O2
Aire CO2/CO2
++
CO2
Figura 8. Cambios en el nivel de peróxido de hidrógeno en uva Autumn Royal tratadas y no tratadas con altas 
concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los resultados se expresan como el incremento relativo con 
respecto a los niveles hallados en frutos recién recolectados (día 0). Cada valor corresponde a la media de tres replicas biológicas 
(n = 6) ± DE. En la tabla se muestran las diferencias estadísticas entre frutos tratados y no tratados, utilizando el análisis 
univarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). Diferentes letras (a-d) en cada columna representan cambios significativos 
a lo largo de la conservación. Diferentes letras (X, Y, Z) en cada fila representan cambios significativos cada día de conservación 
entre los frutos tratados y no tratados. El símbolo (−) indicó un descenso significativo del parámetro analizado entre los frutos 
tratados y no tratados, utilizando un análisis multivarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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5.1. Trehalosa 
En los frutos recién recolectados, las concentraciones de trehalosa en la piel (85 ± 7,5 nmol g-1 PF) 
fueron superiores a los valores obtenidos en la pulpa (10 ± 0,6 nmol g-1 PF). Asimismo, fue en la piel 
dónde los incrementos de concentración fueron más acusados y variables a lo largo de la conservación 
(Figura 9 A y B). En ambos tejidos se registró un incremento en la concentración de trehalosa al tercer 
día de conservación en los frutos no tratados (10 ± 3 y 3,52 ± 0,57 nmol g-1 PF en la piel y la pulpa, 
respectivamente), que fue más acusada en los frutos tratados con CO2 (29 ± 4 y 7,76 ± 1 nmol g
-1 PF en 
la piel y la pulpa, respectivamente). La aplicación del segundo choque con CO2 dio lugar a un segundo 
incremento en los niveles del disacárido tanto en la piel (35 ± 3 nmol g-1 PF) como en la pulpa (10.82 ± 
0,7 nmol g-1 PF). Tras el incremento observado en el contenido de trehalosa en respuesta a los tratamientos 
con CO2, los niveles se mantuvieron o disminuyeron a lo largo de la conservación. A los 28 días se registró 
una disminución en la concentración de trehalosa en la piel de los frutos tratados y no tratados, pero sus 
niveles se recuperaron al final de la conservación. Independientemente del patrón de acumulación de 
trehalosa observado en ambos tejidos a lo largo de la conservación, los niveles de acumulación en los 
frutos CO2/CO2 fueron significativamente superiores a los frutos CO2, y éstos a su vez más altos que los 
observados en los frutos no tratados.  
 
5.2. Glicina betaína 
En los frutos recién recolectados, la concentración del osmoprotector fue 2,5 veces superior en la 
pulpa (40 ±1,7 nmol g-1 PF) que en la piel (16 ± 0,4 nmol g-1 PF). En frutos no tratados se observó al 
inicio de la conservación (3 días) un incremento de los niveles de GB en ambos tejidos, siendo de 14 ± 
1,5 y 8,37 ± 1 nmol g-1 PF en la piel y en la pulpa, respectivamente (Figura 9 C y D). El primer tratamiento 
con CO2 también provocó una respuesta común en ambos tejidos, registrándose un incremento de los 
niveles del osmolito que fue de 24 ± 1,7 y 17,31 ± 1 nmol g-1 PF en la piel y en la pulpa, respectivamente. 
Sin embargo, a partir del tercer día de conservación, los niveles de GB en la piel fueron disminuyendo 
progresivamente tanto en los frutos tratados como en los no tratados. Cabe destacar que, en la pulpa, la 
dinámica fue opuesta, observándose un incremento paulatino en la concentración de la amina cuaternaria 
en los frutos no tratados mientras que en los frutos tratados con CO2 los niveles se mantuvieron constantes 
hasta el final del periodo de conservación. Por otro lado, la respuesta al segundo tratamiento con CO2 a 
los 16 días también fue el incremento de los niveles de GB tanto en la piel como en la pulpa. Sin embargo, 
en estos frutos, mientras que en la piel los niveles disminuyeron a lo largo de la conservación, en la pulpa 
incrementaron. Los valores más altos de acumulación del compuesto en la pulpa se registraron a los 28 
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días de conservación en los frutos CO2 /CO2 (64,3± 2,1 nmol g
-1 PF) mientras que en la piel se obtuvieron 
en frutos CO2 el tercer día de conservación (40,0 ± 1,7nmol g
-1 PF). 
 
 
 Figura 9. Ver leyenda en la página siguiente 
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5.3. GABA 
Como se observa en las Figura 9 E y F, el patrón de acumulación de GABA en la piel (valor 
inicial 55 ± 2 nmol g-1 PF) difiere del observado en la pulpa (valor inicial 110 ± 4 nmol g-1 PF), aunque el 
tratamiento con CO2 en ambos casos promovió la acumulación del osmolito. En la pulpa se detectó un 
primer incremento en las concentraciones de GABA a los 3 días (73,5 ± 5 nmol g-1 PF en frutos no 
tratados y 146,0 ± 11,5 nmol g-1 PF en frutos tratados con CO2) seguido de variaciones en los niveles 
totales, cuyos valores fluctuaron alrededor de 175 nmol g-1 PF en el grupo de frutos no tratados y de 245 
nmol g-1 PF en el grupo de frutos CO2. El segundo tratamiento con CO2 provocó un segundo incremento 
Días
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3 bc X c Y bc c X b Y b
16 a X c Y c Z cd X b Y c Z
28 ab X b Y b Z d X c Y c Z
41 c X c Y bc Y b X b Y c Z
0 a a a a a a
3 c X d Y d b X c Y b
16 c X c Y c Z bc X b Y c Z
28 b X b XY b Y cd X d Y d Z
41 b X c Y d Z d X cd Y c Z
0 a a a a a a
3 b X c Y bc c X c Y c
16 c X b Y c Z b X b Y c Z
28 d X c Y b Y c X c Y d Z
41 e X d Y d Y c X c Z b Y
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3 bc X d Y b bc X b Y b
16 c X cd Y c Z c X b Y c Z
28 c X bc Y d Z c X c Y d Z
41 ab X b Y b Z b X c Y c Z
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  Prolina
+ + + +
+ + + +
Aire CO2/CO2
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Figura 9. Cambios en los niveles de osmolitos orgánicos en la piel y pulpa de uva en uva Autumn Royal tratadas y no 
tratadas con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los resultados de los cambios en trehalosa (A, 
B), GB (C, D), GABA (E, F) y prolina (G, H) se expresan como el incremento relativo con respecto a los niveles hallados en 
frutos recién recolectados (día 0). Cada valor corresponde a la media de tres replicas biológicas (n = 6) ± DE. En la tabla se 
muestran las diferencias estadísticas entre frutos tratados y no tratados, utilizando el análisis univarianza ANOVA con test de 
Duncan (p<0,05). Diferentes letras (a-e) en cada columna representan cambios significativos a lo largo de la conservación. 
Diferentes letras (X, Y, Z) en cada fila representan cambios significativos cada día de conservación entre los frutos tratados y 
no tratados. El símbolo (+) indicó un incremento significativo del parámetro analizado entre los frutos tratados y no tratados, 
utilizando un análisis multivarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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de los niveles de GABA en la pulpa, que se mantuvo hasta el día 28, donde se alcanzaron valores máximos, 
del orden de 325 nmol g-1 PF. A continuación, tras lo que se registró una disminución del contenido de 
GABA hasta alcanzar valores que se encontraron por debajo de los obtenidos en los frutos tratados con 
CO2. En la piel se observó un aumento gradual de la concentración de GABA en las muestras de los frutos 
no tratados hasta el final del periodo de conservación a 0 ºC. Sin embargo, el tratamiento con CO2 
incrementó los niveles de GABA, que descendieron en el día 16 para volver a incrementarse hasta el final 
de la conservación. El segundo tratamiento con CO2 incrementó de nuevo los niveles de GABA, aunque 
al final del periodo de conservación no se mostraron diferencias en los niveles de acumulación de este 
osmolito respecto a los hallados en los frutos que habían sido sometidos a un único choque con CO2. 
 
5.4. Prolina 
El patrón de acumulación de prolina fue similar en la piel y pulpa, sin embargo, sus concentraciones 
iniciales fueron muy diferentes (Figura 9 G y H). Así, mientras que en la piel los valores iniciales del 
aminoácido fueron de 450 ± 9 nmol g-1 PF, el valor registrado en la pulpa fue de 2150 ± 30 nmol g-1 PF, 
es decir, más de 4,5 veces superiores. En pulpa, se registró un aumento de la concentración de prolina al 
tercer día de conservación en frío en los frutos no tratados, que fue de 100 ± 20 nmol g-1 PF. Asimismo, 
el tratamiento con CO2 promovió la acumulación de prolina, con un incremento de concentración de 
180,23 ± 20 nmol g-1 PF sobre el nivel del aminoácido en los frutos recién recolectados. El contenido de 
prolina descendió en frutos no tratados, mientras que los niveles iniciales incrementaron hasta el final de 
la conservación en los frutos tratados con CO2. De nuevo, el segundo tratamiento con CO2 provocó un 
aumento significativo de la acumulación de prolina, que alcanzó su máxima concentración a los 28 días 
(2495,3 ± 22 nmol g-1 PF). Como se indicó anteriormente, el patrón de acumulación de prolina en la piel 
siguió la misma dinámica que en la pulpa. Así, el valor más alto de la concentración de prolina en este 
tejido (620 ± 9 nmol g-1 PF) se alcanzó también a los 28 días en frutos CO2/CO2. 
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6. REGULACIÓN DIFERENCIAL DE LA EXPRESIÓN DE DEHIDRINAS EN 
DIFERENTES TEJIDOS DEL RACIMO DE UVA DE MESA AUTUMN ROYAL 
TRATADOS CON ALTOS NIVELES DE CO2 Y CONSERVADOS A BAJAS 
TEMPERATURAS 
Con el fin de establecer la implicación de las dehidrinas en la respuesta de la uva de mesa a las bajas 
temperaturas de conservación y en el mecanismo de tolerancia activado por tratamientos con altas 
concentraciones de CO2, se estudió su localización subcelular en tejidos del pericarpio de uva. Asimismo, 
se estableció el patrón de expresión de las distintas isoformas dehidrina y de los genes que las codifican en 
sus formas spliced y unspliced en diferentes tejidos de racimos de Autumn Royal.  
 
6.1. Inmunolocalización de proteínas dehidrina en secciones de pericarpio de uvas Autumn 
Royal 
Con el objetivo de establecer la implicación de dehidrinas en la protección frente a las bajas 
temperaturas y a la deshidratación a través de su asociación con estructuras subcelulares específicas, se 
llevó a cabo una inmunolocalización del conjunto de las proteínas DHN (sin diferenciación por isoformas) 
en secciones ultrafinas de pericarpio de uvas Autumn Royal. Para ello se utilizó un anticuerpo específico 
frente al segmento K (anti-K) característico de dehidrinas. La comparativa con secciones no incubadas 
con el anticuerpo primario permitió establecer la especificidad del marcaje de anti-K, que mostró la 
diferente localización de dichas proteínas a nivel subcelular. En las muestras analizadas, se encontró una 
alta presencia de marcaje con oro coloidal en las membranas celulares. La señal de hibridación de anti-K 
con la membrana plasmática (Figura 10 A y B) presentó una distribución arbitraria, no formando 
agrupaciones en lugares específicos de la membrana, ni en zonas dónde se había producido la separación 
membrana-pared (referidas en el apartado 3.2 de Resultados) indicativas de daño celular. La membrana 
externa de mitocondrias también presentó marcaje con oro coloidal, aunque la presencia de dehidrinas fue 
más relevante en el interior del orgánulo (Figura 10 B), localizándose tanto en la matriz como asociada a 
las membranas de las crestas mitocondriales. Especialmente relevante fue el intenso marcaje observado en 
cloroplastos (Figura 10 C). La señal de hibridación se detectó fundamentalmente asociada a las 
membranas lamelares y tilacoidales de dicho orgánulo, aunque la ampliación de imagen permitió visualizar 
partículas de oro en el estroma, no ligadas a membranas (Figura 10 D). Asimismo, se detectó marcaje por 
anti-K en la membrana externa del cloroplasto (Figura 10 C). El núcleo celular fue otro orgánulo que 
presentó un gran nivel de inmunomarcaje, donde las dehidrinas se localizaron tanto en la doble membrana 
nuclear como en el interior del núcleo asociadas o no a la cromatina (Figura 10 E). Además, la presencia 
de dehidrinas en el nucléolo fue también muy significativa (Figura 10 F). Sin embargo, no se detectó 
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presencia de marcaje por oro en otros orgánulos tales como el retículo endoplasmático rugoso o la vacuola. 
Asimismo, el análisis de localización de dehidrinas permitió observar su distribución en el citoplasma 
celular, que no respondió a ningún tipo de polarización celular, ubicándose aleatoria y homogéneamente 
por todo el espacio citoplasmático. Por último, cabe destacar que no se observó señal de hibridación con 
el anticuerpo anti-K en ninguna capa de la pared celular. 
 
 
 
 
6.2. Detección de isoformas dehidrina en diferentes tejidos del racimo de Autumn Royal 
Ensayos de inmunodetección utilizando el anticuerpo anti-K, permitieron determinar la presencia 
de hasta cuatro bandas polipeptídicas en diferentes tejidos del racimo de uvas recién recolectados (Figura 
11). Así, mientras que en la piel y en el raquis fueron cuatro los polipéptidos reconocidos por el anticuerpo, 
Figura 10. Inmunolocalización subcelular de dehidrinas en el pericarpio de uva Autumn Royal. Localización subcelular 
por TEM utilizando el anticuerpo anti-K y anticuerpo secundario conjugado con partículas de oro en secciones ultrafinas (60-
70 nm) del pericarpio de uva. PC, pared celular; mp, membrana plasmática; V, vacuola; C, citoplasma; M, mitocondria; Cl, 
cloroplasto; N, núcleo; mn, membrana nuclear; Nu, nucléolo. Las flechas indican el inmunomarcaje de anticuerpo anti-K. Las 
barras de escala representan 0,2 μm. 
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sólo aquellos con mayor masa molecular estaban presentes en la pulpa de frutos recién recolectados. La 
intensidad de la señal detectada por quimioluminiscencia fue diferente para cada una de las bandas de 
dehidrinas, por lo que, para realizar un adecuado análisis de la masa molecular y del patrón de acumulación 
de cada una de las isoformas, se determinó un tiempo de exposición específico y diferente para cada una 
de las bandas detectadas. Los resultados revelaron que estos polipéptidos mostraban una masa molecular 
aproximada determinada por SDS-PAGE de 43,8 (DHN44), 27,0 (DHN27), 22,1 (DHN22) y 16,7 (D 
HN17) kDa. 
 
 
 
La búsqueda de secuencias que codificaran dehidrinas a partir del genoma publicado de V. vinifera 
(Jaillon et al., 2007) mediante análisis BLAST reveló que no existen otras isoformas en V. vinifera diferentes 
a las previamente identificadas por Xiao y Nassuth (2006) y Yang et al. (2012). La Tabla 5 muestra la 
relación entre los distintos genes VviDHN identificados en V. vinifera y las isoformas DHNs 
inmunodetectadas en este trabajo, así como sus masas moleculares calculadas a partir de geles SDS-PAGE 
y predichas por técnicas bioinformáticas. Es importante puntualizar que ha sido descrito que las proteínas 
de la familia dehidrina son detectadas en geles SDS-PAGE a una altura correspondiente a 3-5 kDa por 
encima de su masa molecular teórica calculada a partir de su secuencia aminoacídica (Close et al., 1993). 
Así, tres de los cuatro polipéptidos detectados en este estudio, de masas moleculares 17, 22 y 27 kDa 
estimados por SDS-PAGE, corresponderían con los valores de masa molecular de las proteínas deducidas 
de VviDHN1a/VviDHN1b, VviDHN4/VviDHN3 y VviDHN2 de V. vinifera, respectivamente. Además, 
se detectó un polipéptido de 44 kDa que reaccionó de forma cruzada con el anticuerpo específico del 
segmento K, indicando que esta proteína está serológicamente ligada a la familia de dehidrinas. 
a Determinada por SDS-PAGE 
b Calculada utilizando el programa ProtParam (herramienta de Expasy) basado 
en la composición de aminoácidos 
c Resultados de Xiao y Nassuth (2006) 
d Resultados de Yang et al. (2012) 
Péptido 
inmunodetectado
Masa molecular 
a 
(kDa)
Familia de genes 
Dehidrina de Vitis 
Vinifera
Masa molecular 
b 
(kDa)
DHN17 13 VviDHN1b
c 13,2
VviDHN1a
c 13,9
DHN22 22 VviDHN3
d 18,9
VviDHN4
d 20,1
DHN27 27 VviDHN2
d 23,5
DHN44 44 - -
Tabla 5. Correspondencia entre las dehidrinas inmunodetectadas en tejidos de racimos de Autumn Royal y los genes 
de la familia dehidrina de Vitis vinifera. 
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6.3. Identificación de la isoforma DHN44 por Espectrometría de Masas 
Con la finalidad de establecer la identidad de la proteína de 44 kDa inmunodetectada con el 
anticuerpo específico anti-K se aisló la banda correspondiente a esta proteína del gel de poliacrilamida para 
su digestión enzimática con tripsina y se analizaron los péptidos generados mediante técnicas de 
espectrometría de masas (MALDI-TOF/TOF). La búsqueda en la base de datos NCBInr, usando como 
motor de búsqueda MASCOT, combinando el espectro de masas o PMF y los espectros de fragmentación 
(MS/MS) de dos de las masas mayoritarias dentro del PMF, reveló que 9 de los fragmentos peptídicos 
(Tabla 6) coincidían significativamente (138 MASCOT proteína score; 46% de cobertura de secuencia) con 
la hipotética proteína perteneciente a la familia de las dehidrinas VITISV_010455 [V. vinifera] 
(gi:147782603; emb:CAN66038). Cinco de los 9 péptidos (KTHECETTVVAEEAAVETK, 
GIFDFLGK, KEEEKPQEEVIVTDFEK, EEEKPQEEVIVTDFEK y VTISEPEPK) estaban 
localizados en el extremo N-terminal, mientras que los otros 4 (EKLPGQHK, EKLPGYHPK, 
AEEVPPPPPPPAECSPSSETHEGEVK, KAEEVPPPPPPPAECSPSSETHEGEVK) estaban 
localizados en el extremo C-terminal. Cabe destacar que dos de los péptidos identificados contienen los 
cinco aminoácidos finales (EKLPG) de las dos secuencias consenso para el segmento-K presente en la 
proteína homóloga. 
 
Tabla 6. Identificación de secuencia de péptidos de la isoforma DHN44 mediante PMF y MALDI-TOF/TOF y 
búsqueda con el algoritmo MASCOT en la base de datos NCBInr. 
 
 
 
 
La segunda coincidencia significativa (125 MASCOT proteína score, 37% cobertura de secuencia) 
fue con la dehidrina ERD14 (gi: 225459822; emb: XP_002285919), producto de la traducción del gen 
VvDHN2 de V. vinifera (XM_002285883), previamente identificado por Wang et al. (2012), presentando 
MASCOT
score
896,489 895,481 895,480 1.07 30 37 R.GIFDFLGK.K -
936,524 935,516 935,519 -2.69 141 148 K.EKLPGQHK.K
a 34
999,531 998,524 998,528 -4.59 55 63 K.VTISEPEPK.V -
1.068,583 1.067,575 1.067,576 -0.97 186 194 K.EKLPGYHPK.T -
1.948,931 1.947,924 1.947,931 -3.78 39 54 K.EEEKPQEEVIVTDFEK.V -
2.077,023 2.076,015 2.076,026 -5.31 38 54 K.KEEEKPQEEVIVTDFEK.V
a 25
2.132,004 2.130,997 2.131,010 -6.42 9 27 R.KTHECETTVVAEEAAVETK.D -
2.754,248 2.753,240 2.753,249 -3.16 150 175 K.AEEVPPPPPPPAECSPSSETHEGEVK.E -
2.882,345 2.881,337 2.881,344 -2.34 149 175 K.KAEEVPPPPPPPAECSPSSETHEGEVK.E -
Secuencia del péptido
Masa 
observada
Masa 
esperada
Masa 
calculada
Delta
Inicio de 
secuencia
Final de 
secuencia
a Secuencia del péptido ion confirmada por análisis MS/MS 
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un 99% de identidad con la hipotética proteína VITISV_010455 y 98% de identidad con la dehidrina 2 de 
V. yeshanansis (gi: 349844870; emb: AEQ19904). Las proteínas identificadas presentan una masa molecular 
aproximada de 24 kDa, mucho más baja que la calculada para DHN44. Los resultados del inmunoensayo 
junto a los resultados de la identificación por MS-MS/MS sugieren que DHN44 es un polipéptido 
homólogo a la proteína codificada por VviDHN2. Teniendo en cuenta el valor de masa molecular, ésta 
isoforma podría representar la forma dimérica del producto proteico codificado por VviDHN2, siendo la 
isoforma DHN27 la forma monomérica. 
 
6.4. Análisis de los cambios en el patrón de acumulación de dehidrinas en diferentes tejidos 
del racimo de Autumn Royal tratados con altos niveles de CO2 y conservados a bajas temperaturas 
Se realizó un análisis del patrón de acumulación de las diferentes isoformas dehidrinas identificadas 
anteriormente, utilizando el anticuerpo anti-K que reconoce el segmento K presente únicamente en las 
formas spliced de las distintas isoformas dehidrina (Figura 11 y Figura 12). 
El patrón de acumulación de la isoforma DHN17 (producto del gen VviDHN1a o VviDHN1b) 
mostró cambios significativos durante la conservación a 0 ºC en los tejidos de los racimos no tratados 
incrementando a partir del día 16 en piel y pulpa, y descendiendo progresivamente en raquis hasta niveles 
no detectables al final de la conservación. Por otro lado, tanto en la piel como en la pulpa se observó un 
incremento de los niveles relativos de acumulación en los frutos tratados con CO2, que fue mayor en los 
frutos doblemente tratados. En el raquis, únicamente se registró un pico de acumulación de proteína tras 
el tratamiento de 3 días con altos niveles de CO2. 
En la piel, la isoforma DHN22 (producto del gen VviDHN4 o VviDHN3) mostró un perfil de 
acumulación que se fue incrementando significativamente durante la conservación de los frutos no 
tratados a bajas temperaturas. El primer tratamiento con altos niveles de CO2 provocó un aumento en la 
acumulación de DHN22 en piel cuando los frutos fueron transferidos a aire, mientras que el segundo 
choque con CO2 no tuvo ningún efecto sobre la tasa de acumulación de dicha proteína. En contraste con 
la acumulación detectada en la piel de los frutos recién recolectados, la isoforma DHN22 fue prácticamente 
imperceptible en la pulpa de los mismos, no mostrándose niveles de acumulación detectables hasta el final 
de la conservación. La aplicación del tratamiento gaseoso al inicio de la conservación activó la acumulación 
de DHN22 en la pulpa, incrementando sus niveles hasta el final del periodo de conservación. Asimismo, 
el segundo choque con CO2 incrementó los niveles de acumulación relativa de DHN22. Al final de la 
conservación los niveles de la isoforma DHN22 en la pulpa fueron significativamente mayores a los 
alcanzados en los frutos con un solo tratamiento gaseoso (Figura 11 y Figura 12). Sin embargo, en el 
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raquis, se observó un ligero incremento en la acumulación de esta isoforma al inicio de la conservación de 
los racimos, si bien sus niveles descendieron progresivamente. Por otro lado, los tratamientos gaseosos no 
modificaron este patrón de acumulación. Es importante destacar que después de 41 días a 0 ºC, no se 
observó acumulación de DHN22 en este tejido en ninguno de los racimos analizados. 
 
 
Figura 11. Detección mediante inmunoensayo de isoformas dehidrina en diferentes tejidos de racimos de uva Autumn 
Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los extractos proteicos 
(10 μg) fueron separados mediante SDS-PAGE (13,5% poliacrilamida), electrotransferidos a membranas de PVDF y detectados 
con anticuerpos anti-K. Las figuras corresponden a un gel representativo del perfil de acumulación de las isoformas dehidrina 
en cada uno de los tejidos analizados. 
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Días
0 a b c a a a a a a
3 ab X c Y d b X c Y b bc X c Y bc
16 c Z b Y a X c Y b X cd Y c X b X c Y
28 abc Z a X b Y bc Y ab X d Z ab X b Y b Y
41 bc Z a X bc Y bc X c X bc X a X a XY a Y
 
0 a a a a a a c d c
3 a X b X b a X cd Y b c X cd X c
16 a X c Z c Y b X c Y b Z b X bc Y c Z
28 a X b Z b Y b X b Y b Z ab X b X b X
41 a X b Y c Z b X d Y c Z ab X a X a X
0 a a a a a a bc c d
3 a X a X b a X b Y b c X d X c
16 b X b Z c Y a X b Y c Z b X cd Y c X
28 b X b Y d Z b X c Y d Z bc Y b X b X
41 b X c Y e Z c X c Y e Z a X a X a X
0 a a a a a a c c b
3 a X b Y b ab X b Y b b X d Y cd
16 b X c Y c Z b X b Y d Z bc Y c Z a X
28 b X bc Y c Z b X b Y c Y a X b Y a X
41 b X c Z b Y b X c Y d Z a X a X a X
DHN44
DHN27
DHN22
   DHN17
PULPA
CO2/CO2CO2
PIEL
++−−
CO2Aire
RAQUIS
++++
+++
+ + +
+
CO2/CO2AireAire CO2 CO2/CO2
Figura 12. Niveles relativos de isoformas dehidrina en diferentes tejidos de racimos de uva Autumn Royal tratados y 
no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los valores de densidad óptica fueron 
normalizados con respecto a los obtenidos en frutos recién recolectados (día 0). Cada valor corresponde a la media del 
incremento de intensidad de señal de cada banda obtenida a partir de tres inmunoensayos independientes (n=3) ± DE. En la 
tabla se muestran las diferencias estadísticas entre frutos tratados y no tratados, utilizando el análisis univarianza ANOVA con 
test de Duncan (p<0,05). Diferentes letras (a-e) en cada columna representan cambios significativos a lo largo de la 
conservación. Diferentes letras (X, Y, Z) en cada fila representan cambios significativos cada día de conservación entre los 
frutos tratados y no tratados. Los símbolos (+) o (−) indicaron un incremento o descenso significativo del parámetro analizado 
entre los frutos tratados y no tratados, utilizando un análisis multivarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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La isoforma DHN27 (producto del gen VviDHN2) no presentó cambios en su patrón de acumulación en 
la piel de los frutos no tratados. Sin embargo, los niveles de acumulación fueron superiores en los frutos 
tratados con CO2. En la pulpa, se observó un incremento en la acumulación relativa de la isoforma de 27 
kDa el día 16 de conservación en los frutos no tratados, además de una importante modulación por CO2, 
que provocó un marcado incremento en la acumulación de esta isoforma dehidrina. El tratamiento con 
altas concentraciones de CO2 al inicio de la conservación incrementó hasta cuatro veces los niveles iniciales 
de DHN27, manteniéndose estos valores de acumulación relativa hasta el final del periodo de conservación 
en los frutos tratados. El segundo tratamiento gaseoso incrementó ligeramente los niveles de DHN27 en 
la pulpa respecto a los frutos CO2, si bien el efecto fue menos marcado al observado al inicio de la 
conservación con el primer tratamiento (Figura 11 y Figura 12). En el raquis, se observó un descenso de 
los niveles de acumulación a lo largo de la conservación en frío, tanto en frutos no tratados como tratados. 
Al igual que ocurrió con DHN17 y DHN22, en el raquis de los distintos racimos conservados 41 días a 0 
ºC no se observó acumulación de DHN27. 
Por último, el estudio de la isoforma DHN44 reveló un ligero incremento en la acumulación de 
esta isoforma en los tres tejidos analizados de los racimos no tratados, que continuó hasta los 16 días de 
conservación a 0 ºC, donde los niveles se duplicaron, principalmente en los tejidos de la baya. El 
tratamiento con CO2 al inicio de la conservación adelantó el incremento en la acumulación de DHN44 en 
los tres tejidos, descendiendo sus niveles al paso de los racimos al aire. El segundo tratamiento con CO2 
fue el único que mostró un efecto diferencial en la dinámica de acumulación de DHN44 entre los 
diferentes tejidos analizados. Mientras que en la piel no se observó ningún efecto inductor en respuesta al 
segundo choque de CO2, en la pulpa tuvo lugar un incremento en la acumulación de esta isoforma en 
comparación con el primer tratamiento, cuyos niveles se mantuvieron hasta el final del periodo de 
conservación. Por último, en el raquis se registró un incremento en la acumulación de DHN44 en los 
frutos doblemente tratados, disminuyendo posteriormente con el tiempo de conservación a 0 ºC (Figura 
11 y Figura 12). 
 
6.5. Análisis de los cambios en el patrón de expresión de VviDHNs en diferentes tejidos del 
racimo de Autumn Royal tratados con altos niveles de CO2 y conservados a bajas temperaturas 
De los 5 genes que codifican dehidrinas descritos en V. vinifera, no se detectó la expresión de 
VviDHN1b y VviDHN3, en sus formas spliced o unspliced, en ninguno de los tejidos de Autumn Royal 
analizados en este trabajo. El patrón de acumulación de los transcritos de VviDHN1a, VviDHN2 y 
VviDHN4 spliced y unspliced, mostró que éstos se expresan diferencialmente en los distintos tejidos a lo 
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largo de la conservación en frío, ejerciendo el tratamiento con altos niveles de CO2 un efecto activador, 
principalmente en las formas unspliced (Figura 13, Figura 14 y Figura 15). 
Los niveles de expresión de VviDHN1a spliced fueron superiores a los observados en la forma 
unspliced en los tres tejidos analizados. En la piel y pulpa, la expresión de VviDHN1a spliced se incrementó 
progresivamente a lo largo de la conservación a bajas temperaturas, independientemente del tratamiento 
al que fueron sometidos los frutos, si bien en la primera fase de conservación (13 días) los niveles fueron 
superiores en los frutos no tratados. Asimismo, la aplicación de un segundo choque con CO2 incrementó 
de manera transitoria los niveles de VviDHN1a spliced, tanto en la piel como en la pulpa, respecto a los 
frutos que habían sido sometidos a un solo tratamiento, alcanzando al final de la conservación los mismos 
valores en los distintos frutos analizados. Los niveles de expresión de la forma unspliced de VviDHN1a se 
incrementaron en la piel y la pulpa de los frutos tratados y no tratados en la primera fase de conservación. 
Sin embargo, en la piel, los niveles fueron superiores en los frutos tratados con CO2 mientras que en la 
pulpa no se observó dicho patrón. Cabe destacar que el segundo tratamiento con CO2 activó la expresión 
de VviDHN1a unspliced tanto en la piel como en la pulpa, perdiéndose este efecto al final de la 
conservación. En el raquis, los niveles de expresión de VviDHN1a spliced y unspliced no variaron a lo largo 
de la conservación de los distintos racimos analizados (Figura 13 y Figura 14). 
Los niveles de los transcritos de VviDHN2 spliced en la piel no mostraron variaciones en respuesta 
a los tratamientos gaseosos ni a la conservación de los frutos a bajas temperaturas. Por el contrario, en la 
pulpa y en el raquis, se observó un incremento de los niveles de expresión de VviDHN2 spliced al tercer 
día de conservación en los racimos no tratados, manteniéndose los niveles relativamente estables hasta el 
final del periodo ensayado en la pulpa y cayendo a niveles similares a los de los racimos recién recolectados 
en el raquis. Sin embargo, el primer tratamiento con CO2 provocó en el raquis una inducción transitoria 
de VviDHN2 spliced a los 3 días, disminuyendo posteriormente, mientras que en la pulpa no se observó 
hasta el día 16 de conservación. Sin embargo, la inducción provocada por el doble tratamiento con CO2 
se mantuvo hasta el final de la conservación en ambos tejidos. En referencia a la forma VviDHN2 unspliced, 
el primer tratamiento con altos niveles de CO2 ejerció un potente efecto inductor en los tres tejidos, 
fundamentalmente en la piel y en el raquis. Los niveles de VviDHN2 unspliced disminuyeron de nuevo 
cuando los frutos fueron transferidos al aire en los dos tejidos, sin embargo, en la piel, se observó un 
segundo incremento al final de la conservación. Además, la segunda exposición a altas concentraciones de 
CO2 dio lugar a una nueva inducción de VviDHN2 spliced únicamente en la piel, manteniendo los niveles 
de expresión hasta el final de la conservación, donde no se observan diferencias con los valores registrados 
en los frutos expuestos a un solo tratamiento gaseoso (Figura 13 y Figura 14). 
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Figura 13. Expresión de VviDHN1a y VviDHN2 spliced y unspliced en diferentes tejidos de racimos de uva Autumn 
Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los niveles de los 
diferentes transcritos fueron determinados mediante RT-PCR semicuantitativa y se utilizó el gen ACT1 como referencia interna. 
Las figuras corresponden a un gel representativo del perfil de expresión de VviDHN1a y VviDHN2 spliced y unspliced en cada 
uno de los tejidos analizados. 
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Días
0 a a a a a a ab a ab
3 b X c Y bc a X a X a ab X a X ab
13 c X d Y    d c X b Y b ab X a X ab
16 c X d Y e Z bc X b Y d Z a X a Y b Y
28 b X b X cd Y bc X b Y bc Y b Y a Y a X
41 b X bc X bc X b X b X c Y b Y a Y a X
 
0 a a a a a a a a a
3 b Y a X a a X a X a a X c Y bc
13 c Y b X b b Y b X b b X bc X ab
16 cd Y c X c Y b Y b X bc Z a X bc XY bc Y
28 d X d X cd X c X c X c X a X a X c Y
41 d X d X b X d X d X d X a X ab X bc Y
+
0 a a a cd b ab c b b
3 ab X c Y c d X e Y c d X e Y d
13 d X b Y b bc X d Y c c X d Y d
16 abc X b X d Y ab X c Y b Y b X c Y c Y
28 bcd X cd Y d Z a X bc Y a X a X bc Y a X
41 cd X d Y cd Y a X a X a X a X a X a X
0 cd a a a a a a a a
3 ab X a X a b Y a X a d X d Y d
13 a X a Y a b Y a X a ab X bc X b
16 bc X a X a X ab X b Y b Y c X c X c Y
28 d X a X a X b X c Y b XY c X bc X c Y
41 ab X a X a X b X c XY b Y bc X ab X cd Y
VviDHN1a-u
VviDHN1a-s
VviDHN2-u
VviDHN2-s
RAQUISPULPAPIEL
− + +
+++
−
CO2 CO2/CO2 Aire CO2/CO2 Aire CO2
+
+
+ + +
Aire CO2 CO2/CO2
Figura 14. Niveles relativos de expresión de VviDHN1a y VviDHN2 spliced y unspliced en diferentes tejidos de 
racimos de uva Autumn Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 
ºC. Los valores de densidad óptica fueron normalizados con respecto a los obtenidos en frutos recién recolectados (día 0) y el 
control interno ACT1 Cada valor corresponde a la media del incremento de intensidad de señal de cada banda obtenida a partir 
de tres RT-PCR semicuantitativas independientes (n=3) ± DE. En la tabla se muestran las diferencias estadísticas entre frutos 
tratados y no tratados, utilizando el análisis univarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). Diferentes letras (a-e) en cada 
columna representan cambios significativos a lo largo de la conservación. Diferentes letras (X, Y, Z) en cada fila representan 
cambios significativos cada día de conservación entre los frutos tratados y no tratados. Los símbolos (+) o (−) indicaron un 
incremento o descenso significativo del parámetro analizado entre los frutos tratados y no tratados, utilizando un análisis 
multivarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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El perfil de expresión de VviDHN4 spliced en la piel y la pulpa de frutos no tratados, obtenido por 
RT-qPCR, no mostró variaciones a lo largo de la conservación, sin embargo, en el raquis se observó una 
inducción de la expresión a partir del día 13 de conservación. Los tratamientos gaseosos sólo tuvieron un 
efecto inductor transitorio de la expresión de VviDHN4 spliced en la piel, que fue más evidente en la forma 
VviDHN4 unspliced. En los tres tejidos analizados se puede observar un incremento paulatino de los niveles 
de expresión de VviDHN4 spliced en los racimos no tratados, cuyo máximo se registró el día 13 de 
conservación. Sin embargo, es especialmente reseñable la inducción transitoria de VviDHN4 unspliced 
producida por la exposición a altos niveles de CO2 en piel y en pulpa, llegándose a multiplicar por 12 y por 
8, respectivamente, el valor hallado en los frutos recién recolectados. Además, el segundo tratamiento con 
altos niveles de CO2 dio lugar a una segunda inducción de VviDHN4 unspliced de magnitud similar a la 
anteriormente referida en la piel y en la pulpa, pero también en el raquis, dónde se alcanzaron niveles 20 
veces superiores a los registrados en los racimos recién recolectados (Figura 15). 
Días
0 a a a a a a a a a
3 a X c Y c cd X d Y d ab X b Y b
13 b X b X ab d Y abc X ab d Y c X c
16 b X b X c Y bc X c Y c Z c X c X d Y
28 b X b X b Y ab X ab X ab X bc X b X b X
41 b X b X b X d Y bc X b X a X a X a X
0 bc ab a c b bcd ab a ab
3 a X ab X ab bc X b X bc a X a X a
13 a X b Y b bc Y a X a d Y b X cd
16 b X ab X c Y ab X b Y cd Z cd X b X d X
28 a X ab Y ab Y a X a X ab X bc XY b Y bc X
41 c X a X ab X bc X ab X d Y cd X b X cd X
CO2
PIEL
VviDHN4-u
VviDHN4-s
RAQUIS
CO2Aire
+
CO2/CO2
PULPA
++
+++
++
AireCO2/CO2Aire CO2 CO2/CO2
Figura 15. Cambios en los niveles relativos de ARNm de VviDHN4 spliced y unspliced en diferentes tejidos de 
racimos de uva Autumn Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 
ºC. Los niveles relativos de los transcritos se determinaron por análisis RT-qPCR y para la normalización de los resultados se 
utilizó el gen de referencia ACT1. Los niveles de expresión se calcularon respecto a una muestra calibrador (día 0, recién 
recolectados), empleando la fórmula 2-ΔΔCt. Cada valor corresponde a la media de dos replicas biológicas (n = 4) ± DE. En la 
tabla se muestran las diferencias estadísticas entre frutos tratados y no tratados, utilizando el análisis univarianza ANOVA con 
test de Duncan (p<0,05). Diferentes letras (a-d) en cada columna representan cambios significativos a lo largo de la 
conservación. Diferentes letras (X, Y, Z) en cada fila representan cambios significativos cada día de conservación entre los 
frutos tratados y no tratados. El símbolo (+) indicó un incremento significativo del parámetro analizado entre los frutos tratados 
y no tratados, utilizando un análisis multivarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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6.6. Análisis in silico de los promotores de VviDHNs 
El análisis de 1500 pb de las regiones promotoras de los genes de VviDHN1a, VviDHN2 y 
VviDHN4 reveló la presencia de diversos elementos cis-reguladores relacionados con la respuesta a estrés 
biótico y abiótico en plantas (Figura 16). Los elementos relacionados con el estrés abiótico comprenden, 
entre otros, elementos de respuesta a ácido abscísico (ABRE), a la deshidratación (DRE), a las bajas (LTR) 
y altas (HSE) temperaturas, así como elementos con repeticiones-C (CRT). Dentro de los elementos 
relacionados con el estrés biótico se incluyeron elementos implicados en defensa y respuesta a estrés (TC-
rich), de respuesta a etileno (ERE), a ácido salicílico (TCA), así como de respuesta a elicitores (W) y a 
heridas (WUN). El promotor de VviDHN1a albergó diez elementos cis-reguladores; ocho relacionados 
con estrés abiótico y dos con estrés biótico. En el promotor de VviDHN2 se identificaron once elementos 
cis-reguladores; nueve relacionados con estrés abiótico y dos con estrés biótico. Por otro lado, el promotor 
de VviDHN4 presentó ocho elementos reguladores, dos relacionados con estrés abiótico y seis con estrés 
biótico. A la vista de los resultados, la regulación de VviDHN1a y VviDHN2 podría estar más relacionada 
con el estrés abiótico mientras que VviDHN4 con el biótico. Asimismo, es importante señalar que 
VviDHN1a y VviDHN2 presentaron un elemento DRE (secuencia consenso ACCGAC) y además 
VviDHN2 un elemento CRT (GCCGAC), al que se unen los factores de transcripción CBF/DREBs, 
mientras que VviDHN4 no presentó ninguno de ellos. 
 
 
 
Figura 16. Representación esquemática de las secuencias promotoras de los genes VviDHN1a, VviDHN2 y 
VviDHN4 de Vitis vinifera. Mediante los símbolos indicados en la leyenda se resaltan elementos cis reguladores de respuesta 
a estrés abiótico y biótico. 
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7. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE VviDHNs MEDIADA POR CBF/DREB 
Teniendo en cuenta que en el promotor de DHN1 y DHN2 se identificaron elementos DRE o CRT 
a los que se pueden unir los factores de transcripción de la familia CBF/DREBs, se llevó a cabo el 
aislamiento y caracterización de tres factores pertenecientes a esta familia con el objetivo de analizar su 
papel en la regulación de las DHNs en Vitis. La transcripción es una de las etapas más importantes de la 
expresión génica, por lo que el estudio de los mecanismos implicados en la regulación de los promotores 
de VviDHNs es fundamental para establecer las rutas de señalización y activación génica desencadenadas 
por la exposición de los frutos a bajas temperaturas y a diferentes condiciones ambientales. 
 
7.1. Aislamiento e identificación de genes CBF/DREBs en uva de mesa Autumn Royal 
En este trabajo se ha llevado a cabo el aislamiento de tres cDNAs CBF/DREBs de secuencia 
completa a partir de uva de mesa Autumn Royal mediante RT-PCR. Previamente, los genes de V. vinifera 
homólogos a los identificados en este estudio habían sido referidos con cinco nomenclaturas diferentes 
(Tabla 7). Por ello debido a la falta de consenso en este aspecto, se nombraron a los genes objeto de 
estudio siguiendo el sistema de nomenclatura desarrollado por el Comité Internacional de 
Supernomenclatura del Programa de Genoma de la Uva (IGGP) (Grimplet et al., 2014) y de acuerdo a la 
nomenclatura propuesta por Zhuang et al. (2009), comoVviDREBA1-1, VviDREBA1-6 y VviDREBA1-
7. 
 
 
VviDREBA1-1 consistió en 218 aa (con un peso molecular estimado de 24,22 kDa) y presentó un 
100% de identidad con VIT_216s0100g00380 y VvCBF4 de V. vinifera cv. Chardonnay (Xiao et al., 2008). 
VviDREBA1-6 (con 239 aa y un peso molecular estimado de 26,04 kDa), fue 83,7% idéntica con 
VIT_206s0061g01400, y las diferencias observadas entre ellas fueron la variación de 10 aminoácidos 
individuales y la deleción de un fragmento de proteína de 28 aminoácidos en VIT_206s0061g01400. 
Además, VviDREBA1-6 mostró un 95,3% de identidad con VvCBF3 de V. vinifera cv. Chardonnay (Xiao 
(Cramer et al., 2014) (Zhao et al., 2014) (Licausi et al., 2010) (Zhuang et al., 2009) (Xiao et al., 2006; 2008)
VviDREBA1-1 VviCBF1 VvDREB23 VvERF022 VvDREB-A1-1 VvCBF4 VIT_216s0100g00380
VviDREBA1-6 VviERF126 VvDREB07 VvERF026 VvDREB-A1-6 VvCBF3 VIT_206s0061g01400
VviDREBA1-7 VviERF125 VvDREB06 VvERF027 VvDREB-A1-7 VvCBF2 VIT_206s0061g01390
Nombre del 
gen
GrapegenDB 12Xv2 
ID único
Nomenclatura
Tabla 7. Correspondencia entre la nomenclatura utilizada en este trabajo para los factores de transcripción 
VviDREBA1s de Autumn Royal y nomenclaturas previas. 
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et al., 2006) cuyas diferencias se debieron a la variación de 12 aminoácidos individuales (Figura A-I del 
Anexo). Por último, VviDREBA1-7 consistió en 253 aa (peso molecular estimado de 27,85 kDa), que 
compartía un 99,6% de identidad con VIT_206s0061g01390, siendo la única diferencia la variación de un 
único aminoácido. VviDREBA1-7 mostró un 94,9% de identidad con VvCBF2 (Xiao et al., 2006), de la 
que se diferenció en 12 aminoácidos individuales (Figura A-I del Anexo).  
Es importante señalar que la predicción del pI de VviDREBA1-1 y VviDREBA1-6 reveló que 
ambas proteínas eran ácidas con valores de 5,42 y 6,53, respectivamente, como sucede con los 
CBF/DREBs de dicotiledóneas. Sin embargo, el análisis del punto isoeléctrico de VviDREBA1-7 predijo 
que se trataba de una proteína básica, con un pI de 9,71. A pesar de la diferencia de pI con los otros dos 
VviDREBA1s analizados, el posible dominio de activación situado en el extremo C-terminal de 
VviDREBA1-7 mantuvo un carácter fuertemente ácido con un pI de aproximadamente 4,89, al igual que 
los CBF/DREBs de dicotiledóneas. 
 
 
El análisis múltiple de secuencias mostró que todas las proteínas deducidas exhibían las 
características típicas de las proteínas DREBA1s, incluyendo un dominio AP2 con los motivos YRG, 
WLG y RAHD (Figura 17, Figura A-I del Anexo). Además, estas proteínas VviDREBA1s también 
contenían una valina (V14) conservada en la posición 14 del dominio AP2. Sin embargo, el ácido glutámico 
conservado (E19) en la posición 19 fue reemplazado en VviDREBA1-6 por ácido aspártico (D), también 
de carga negativa. El dominio AP2 mostró un mayor grado de identidad de secuencia entre las distintas 
proteínas VviDREBA1s que los extremos N-terminal y C-terminal. Asimismo, se identificaron motivos 
Figura 17. Representación esquemática de los dominios presentes en las secuencias de aminoácidos de los factores 
de transcripción VviDREBA1-1, VviDREBA1-6 y VviDREBA1-7 de Autumn Royal predicción de sitios susceptibles 
de sufrir modificaciones post-traduccionales. 
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PEST (péptido señal para degradación proteolítica) cerca del dominio AP2 en el extremo C-terminal de 
las tres VviDREBA1s. Además, se detectó un motivo PEST relevante (más de 20 residuos) en el extremo 
N-terminal de VviDREBA1-6 (Figura 17, Figura A-I del Anexo). 
Los motivos característicos PKKP/RAGRxKFxETRHP (abreviado PKKPAGR) y DSAWR 
propios de las proteínas DREBA1s, que se encuentran localizados inmediatamente antes y después del 
dominio AP2, respectivamente (Jaglo et al., 2001), también se identificaron en las proteínas VviDREA1s. 
Sin embargo, sólo VviDREBA1-1 contenía la secuencia consenso PKKPAGR plenamente conservada 
(Figura 17, Figura A-I del Anexo). Además, en los tres VviDREBA1s se localizó, a continuación del 
motivo DSAWR, el dominio A(A/V)xxA(A/V)xxF, con los residuos subrayados conservados en todos 
los homólogos de DREBA1s conocidos (Xiong y Fei, 2006). Sin embargo, el motivo C-terminal LWSY 
(Dubouzet, 2003) sólo se conservó en la proteína VviDREBA1-1 (Figura 17, Figura A-I del Anexo). 
El análisis de los agregados hidrofílicos del extremo C-terminal de VviDREBA1-1 y VviDREBA1-
6 mostró la presencia de cinco grupos hidrofóbicos (HC2-HC6), responsables de conferir trans-activación 
(Wang et al., 2005). En cambio, el análisis de VviDREBA1-7 reveló que HC5 y HC6 formaron un "grupo 
mosaico" que contenía alteraciones regulares de residuos hidrofóbicos y no hidrofóbicos, indicados como 
líneas de conexión. Adicionalmente, se evaluaron las modificaciones post-traduccionales a través de la 
predicción de sitios de ubiquitinación y sumoilación asociados con la degradación y estabilidad de las 
proteínas, respectivamente. Únicamente se predijo un sito de sumoilación en la proteína VviDREBA1-1, 
sin embargo, se predijeron dos y cuatro sitios de ubiquitinación en VviDREBA1-6 y VviDREBA1-7, 
respectivamente (Figura 17). 
Figura 18. Árbol filogenético de VviDREBA1s basado en el alineamiento de las secuencias de aminoácidos mediante 
el método de Neighbor-Joining. La robustez topológica del árbol filogenético se evaluó mediante el análisis de bootstrap 
basado en 1.000 réplicas. 
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Por último, las relaciones entre los VviDREBA1s también fueron analizadas a través de la 
construcción de un árbol filogenético basado en los alineamientos múltiples de las secuencias de 
aminoácidos (Figura 18), mostrando la mayor divergencia evolutiva de VviDREBA1-1 de los otros dos 
factores de transcripción.  
 
7.2. Análisis de los cambios de expresión de VviDREBA1s en diferentes tejidos de racimos de 
Autumn Royal tratados con altos niveles de CO2 y conservados a bajas temperaturas 
Se realizó un análisis de la expresión de los tres VviDREBA1s que codifican las proteínas antes 
descritas, en muestras de piel, pulpa y raquis de racimos de uva de mesa Autumn Royal durante la primera 
fase de conservación de los frutos tratados y no tratados a bajas temperaturas. Es importante señalar que 
no se detectó expresión de ninguno de los VviDREBA1s en los tejidos analizado después de 16 días de 
conservación a 0 ºC, ni en respuesta al segundo tratamiento gaseoso (resultados no presentados). 
Los resultados obtenidos por RT-qPCR con oligonucleótidos específicos, mostraron que la 
conservación a bajas temperaturas de uva de mesa Autumn Royal activo diferentes cambios en la expresión 
de los VviDREBA1s según el tejido analizado o la composición de la atmósfera (Figura 19). Así, en la 
piel, sólo la aplicación del tratamiento con altos niveles de CO2 indujo significativamente la expresión de 
VviDREBA1-1 y VviDREBA1-7, disminuyendo los niveles cuando los frutos fueron transferidos al aire. 
Sin embargo, en este tejido, se observó una ligera acumulación no significativa de VviDREBA1-6 a 0 ºC, 
independientemente de la composición de la atmósfera. En la pulpa, mientras que los niveles de los 
transcritos de VviDREBA1-6 y VviDREBA1-7 incrementaron en respuesta al tratamiento gaseoso, en el 
caso de VviDREBA1-1 sólo se observó un incremento en su expresión génica después de 13 días de 
conservación a 0 ºC en los frutos no tratados (Figura 19). En el raquis, a diferencia de la piel y la pulpa, 
los resultados mostraron que el tratamiento gaseoso no activó la expresión de ninguno de los 
VviDREBA1s analizados, y sólo se observó un incremento significativo en los niveles de VviDREBA1-7 
después de 13 días a 0 ºC en los racimos no tratados. Por el contrario, se detectó una disminución en los 
niveles de los transcritos VviDREBA1-1 durante la conservación a 0 ºC, independientemente del 
tratamiento gaseoso, mientras que la expresión de VviDREBA1-7 sólo disminuyó significativamente en 
las muestras tratadas 3 días con CO2 (Figura 19).  
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7.3. Análisis de la correlación entre la expresión de VviDHNs y los distintos VviDREBA1s 
 Se examinó el grado de correlación entre los niveles de expresión génica de las diferentes isoformas 
dehidrina y de los tres VviDREBA1s analizados en piel, pulpa y raquis de racimos tratados y no tratados 
con CO2 y conservados 13 días a 0 ºC, con la finalidad de establecer una posible correspondencia entre 
ambos. Los resultados obtenidos tras el tratamiento de los datos con el test de correlación de Pearson, 
sugirieron que el perfil de expresión de VviDREBA1-7 fue el que presentó mayor correlación con el patrón 
de expresión de las diferentes VviDHNs, si bien, esta concordancia no fue generalizada, sino que dependió 
de la isoforma dehidrina y el tejido analizado (Tabla 8). Así, se observó que VviDREBA1-7 correlacionó 
positivamente con VviDHN1a y VviDHN4 en sus formas spliced y unspliced en el raquis, así como con 
VviDHN4 spliced y unspliced en la pulpa y con VviDHN4 y VviDHN2 unspliced en la piel. Por otro lado, 
VviDREBA1-6 mostró correlación positiva con las formas spliced de las dehidrinas VviDHN1a y 
VviDHN4 en el raquis, así como con la forma unspliced de VviDHN4 en la pulpa. Por último, se observó 
que VviDREBA1-1 correlacionó con VviDHN4 unspliced tanto en la piel como en la pulpa, y únicamente 
Figura 19. Cambios en los niveles relativos de ARNm de los VviDREBA1-1, VviDREBA1-6 y VviDREBA1-7 en 
diferentes tejidos de racimos de uva Autumn Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante 
la conservación a 0 ºC. Los niveles relativos de los transcritos se determinaron por análisis RT-qPCR y para la normalización 
de los resultados se utilizó el gen de referencia ACT1. Los niveles de expresión se calcularon respecto a una muestra calibrador 
a 0, recién recolectados), empleando la fórmula 2-ΔΔCt. Cada valor corresponde a la media de dos replicas biológicas (n = 4) ± 
DE. Diferentes letras indican que las medias son significativamente diferentes utilizando un análisis univarianza ANOVA con 
test de Duncan (p<0,05). 
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mostró correlación con VviDHN2 en su forma unspliced en la piel (que además solo mostró un grado de 
significación p<0,05), no observándose ninguna correlación con el perfil de expresión de VviDHN1a en 
ambas formas (Tabla 8).  
 
Tabla 8. Coeficientes de correlación de Pearson entre la expresión de genes VviDHNs y VviDREBA1s en diferentes 
tejidos de racimos de uva Autumn Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la 
conservación a 0 ºC. 
 
 
 
  
7.4. Análisis de la interacción entre las proteínas VviDREBA1s y los elementos DRE/CRT 
presentes en los promotores de VviDHN1a y VviDHN2 mediante ensayos de retardo 
electroforético 
Se llevó a cabo la obtención de las proteínas recombinantes VviDREBA1-1, VviDREBA1-6 y 
VviDREBA1-7 mediante la amplificación de los cDNAs utilizando oligonucleótidos específicos que 
amplificaban las zonas codificantes y contenían secuencias reconocidas por distintas enzimas de restricción 
(Tabla A-I del Anexo). Los clones obtenidos se subclonaron en fase en el vector pTrcHisA, 
confirmándose su autenticidad por secuenciación y se expresaron en E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL. 
Las proteínas solubles producidas en E. coli tras la inducción de IPTG se purificaron por afinidad en 
columnas de resina de agarosa Ni-NTA. Al resolver las muestras obtenidas en geles de SDS-PAGE y 
transferir a membrana, se confirmó la presencia de las tres proteínas recombinantes mediante 
inmunodetección con el anticuerpo monoclonal anti-6xHis (Figura 20 A). 
 
* La correlación es significativa en el nivel 0,05. 
** La correlación es significativa en el nivel 0,01. 
 
DREBA 1-1 DREBA 1-6 DREBA 1-7 DREBA 1-1 DREBA 1-6 DREBA 1-7 DREBA 1-1 DREBA 1-6 DREBA 1-7
DHN1a-u -0,66 0,11 -0,541 -0,69 -0,31 -0,6 -0,66 0,692** 0,743**
DHN1a-s -0,645 -0,18 -0,52 -0,51 -0,08 -0,549 -0,35 0,22 0,565*
DHN2-u 0,589* 0,23 0,676** 0,13 0,28 0,03 -0,12 -0,728 -0,836
DHN2-s 0,04 -0,18 -0,1 -0,688 -0,55 -0,55 -0,22 -0,49 -0,824
DHN4-u 0,817** 0,41 0,899** 0,744** 0,732** 0,740** -0,46 0,26 0,540*
DHN4-s 0,21 0,5 0,22 0,45 0,46 0,654** -0,67 0,617* 0,738**
Piel Pulpa Raquis
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Con el objetivo de poder estudiar las afinidades cis/trans de las proteínas recombinantes obtenidas, 
se utilizaron como sondas los elementos DRE o CRT presentes en los promotores de VviDHN1a y 
VviDHN2. Debido a que VviDHN4 no mostró ningún elemento DRE/CRT no se incluyó en este estudio. 
Asimismo, también se utilizaron versiones mutadas de las sondas mencionadas. Los resultados mostraron 
que sólo VviDREBA1-1 fue capaz de unirse específicamente al elemento CRT del promotor de VviDHN2 
Figura 20. Inmunodetección de las proteínas VviDREBA1 recombinantes (A); Análisis EMSA realizados con las 
proteínas VviDREBA1 recombinantes (B). Los elementos cis (sondas) de las regiones promotoras de VviDHN1a y 
VviDHN2 utilizados en el ensayo EMSA se indican en la parte inferior de la figura, con las secuencias de los elementos DRE 
o CRT subrayadas. Las sondas fueron marcadas en el extremo N-terminal con biotina. Se añadieron 500 veces más de sonda 
no marcada que de sonda marcada a los ensayos de competición (3). 
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(Figura 20 B). En este caso, la unión se abolió por competición con la adición de sonda no marcada con 
biotina en exceso. Por otro lado, se observó que el cambio en las regiones que flanquean el motivo CRT 
no evitó la unión, aunque la intensidad de la misma se vio reducida (Figura 21). Por el contrario, no se 
observó unión o ésta fue inespecífica cuando los ensayos se llevaron a cabo con la proteína VviDREBA1-
1 y el motivo DRE o con las proteínas VviDREBA1-6 y VviDREBA1-7 y los motivos DRE/CRT o con 
las sondas mutadas. En este sentido, es importante señalar que solo los resultados que mostraron unión 
específica o inespecífica han sido incluidos. 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Análisis EMSA realizados con las proteínas VviDREBA1-1 recombinantes empleando como sondas las 
secuencias del motivo CRT de la región promotora deVviDHN2 con los nucleótidos adyacentes mutados. Los 
elementos cis (sondas) utilizados en el ensayo EMSA se indican en la parte inferior de la figura con la secuencia del elemento 
CRT subrayada. Las sondas fueron marcadas en el extremo N-terminal con biotina. Se añadieron 500 veces más de sonda no 
marcada que de sonda marcada a los ensayos de competición (3). 
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8. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS VviDHN2 Y 
VviDHN4 RECOMBINANTES 
8.1. Aislamiento y caracterización de los genes VviDHN2 y VviDHN4 de uva de mesa Autumn 
Royal 
En este trabajo se ha llevado a cabo el aislamiento de los genes de las dehidrinas VviDHN2 y 
VviDHN4 de uva de mesa cv. Autumn Royal. Los clones de secuencia completa que codifican la variante 
spliced de las proteínas VviDHN2 y VviDHN4 se obtuvieron mediante RT-PCR utilizando los 
oligonucleótidos específicos recogidos en la Tabla A-I del Anexo. El ADNc correspondiente a 
VviDHN2 de 621 pb presentó una secuencia aminoacídica deducida de 206 aminoácidos, siendo la masa 
molecular estimada de 23,48 kDa y el punto isoeléctrico de 5,18, con una estructura secundaria distribuida 
en 7 hélices α alternadas con 5 láminas-β plegadas (Figura 22), VviDHN2 presenta, además, una secuencia 
rica en serinas (segmento S) y dos secuencias consenso ricas en lisinas (segmento K), clasificándose 
(Figura 22), por tanto, como una dehidrina de tipo SK2. Por otro lado, se obtuvo el ADNc 
correspondiente a VviDHN4 de 576 pb, con una secuencia aminoacídica deducida de 191 aminoácidos y 
una masa molecular de 20,06 kDa, siendo el punto isoeléctrico de 6,26, con una estructura secundaria 
distribuida en 3 hélices α alternadas con 9 láminas-β plegadas (Figura 22). La VviDHN4 se clasifica como 
una proteína de tipo Y3SK2 por presentar tres segmentos Y en el extremo N-terminal seguidos de un 
segmento S y dos segmentos K hacia la región C-terminal (Figura 22).  
A partir de la secuencia deducida de aminoácidos, se calculó el índice alifático de las proteínas, 
definido como el volumen relativo ocupado por las cadenas laterales alifáticas según Ikai (1980), que fue 
de 47,23 y 56 para VviDHN2 y VviDHN4 respectivamente. Estos valores altos de índice de alifaticidad 
podrían indicar que ambas proteínas presentan estabilidad en un amplio rango de temperaturas 
(Sivakumar, 2007). Además, se calculó el índice de hidropatía [kJ/mol], que indica la energía empleada 
para transferir un segmento de secuencia de longitud definida de un medio hidrofóbico a un medio 
hidrofílico (Muller- Esterl, 2008). Según esto, un alto valor del índice de hidropatía indica una región 
transmembranaria, mientras que valores bajos, como los obtenidos para VviDHN2 y VviDHN4 
(GRAVY= -1,514 y -1,030, respectivamente), muestran de regiones de la proteína que podría estar 
localizadas dentro de la membrana. Según el análisis de sitios de unión putativos de las proteínas, ambas 
proteínas presentarían dos sitios de unión de alta probablilidad; el primero de ellos común a las dos 
proteínas en el extremo N-terminal, mientras que el segundo se encontraría alrededor de la posición 80 de 
la secuencia aminoácidos en la VviDHN2 y en el extremo C-terminal en la VviDHN4 (Figura 22). Por 
otro lado, a través del cálculo del grado de inestabilidad de ambas proteínas, se clasificó a la VviDHN2 
como una proteína inestable (índice de inestabilidad: 70.22), mientras que VviDHN4 fue clasificada como 
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proteína estable (índice de inestabilidad: 32,94). No obstante, el perfil de desorden interno obtenido por 
DISOPRED reveló que, aunque ambas proteínas presentaban un alto grado de desorden intrínseco, la 
VviDHN4 mostró mayor grado de desorganización (Figura 22). En cuanto a las modificaciones 
postraduccionales, se han localizado abundantes sitios de fosforilación probables (20 en VviDHN2 y 25 
en VviDHN4), 8 de los cuales se encuentran en las serinas del segmento K en ambas proteínas (Figura 
22). Además, se han localizado 4 sitios de ubiquitinación en la VviDHN2 y sólo uno en VviDHN4 (Figura 
22). Por otro lado, frente a la ausencia de sitios consenso de sumoilación en la VviDHN4, la VviDHN2 
presenta 2 sitios de sumoilación además de un sitio de interacción SUMO (Figura 22). Finalmente, 
ninguna de las dos proteínas presenta sitios de glicosilación. 
 
 
Figura 22. Representación esquemática indicando la posición de los dominios Y, S, K presentes en la secuencia de 
aminoácidos deducidas de VviDHN2 y VviDHN4 de Autumn Royal, la predicción de sitios susceptibles de sufrir 
modificaciones post-traduccionales, estructuras secundarias (IIII Conformación al azar o random coil, IIII Hoja β, 
IIII Hélice α), grado de desorden intrínseco y sitios de unión a otras estructuras. 
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8.2. Sobreexpresión de las proteínas VviDHN2 y VviDHN24 
Trabajos previos del grupo de investigación mostraron que la proteína recombinante VviDHN1a 
en su forma spliced presentó una elevada actividad crioprotectora, actividad de protección frente a la 
deshidratación e inhibió parcialmente el crecimiento de B. cinerea. Asimismo, se observó que la pérdida de 
los segmentos K en la forma unspliced limitó su funcionalidad, no obteniéndose ninguno de los resultados 
antes descritos (Rosales et al., 2014). Con el objetivo de estudiar la funcionalidad in vitro de las proteínas 
VviDHN2 y VViDHN4, los clones de secuencia completa se subclonaron en fase en el vector pTrcHisA. 
El análisis de las proteínas en geles de SDS-PAGE teñidos con azul de Coomassie mostró que la 
purificación de las proteínas recombinantes dio lugar a una banda mayoritaria con una masa molecular de 
aproximadamente 43 kDa, en caso de la proteína VviDHN2, y de 34 kDa en caso de la proteína VviDHN4. 
La inmunodetección con los anticuerpos anti-K y anti-6xHis reconoció una sola banda de 34 kDa para la 
proteína VviDHN4, y dos bandas para la proteína VviDHN2, una mayoritaria de aproximadamente 43-
44 kDa y otra minoritaria de 27-28 kDa (Figura 23). Teniendo en cuenta la masa molecular teórica para 
estas proteínas (20,1 kDa y 23,5 kDa, respectivamente) y que el péptido de fusión N-terminal del vector 
adiciona aproximadamente unos 3 kDa, cabría esperar que la proteína VviDHN4 recombinante se 
encontrara en torno a 24 kDa, y la proteína VviDHN2 recombinante en su forma monomérica fuera la 
detectada a 27 kDa, pudiendo representar el polipéptido de 43-44 kDa un homodímero, como se sugirió 
en el estudio de inmunodetección de dehidrinas a partir de extractos proteicos totales (apartado 6.3 de 
Resultados).  
 
Figura 23. Expresión de las proteínas VviDHN2 y VviDHN4 en E. coli. (A) Los extractos proteicos obtenidos antes (T0), 
después de 5 h de inducción con IPTG (T5) y la primera fracción (F1) eluida de la purificación por afinidad mediante columnas 
de Ni-NTA agarosa se separaron por SDS–PAGE (13,5% poliacrilamida) y se tiñeron con azul de Coomassie. (B). Los extractos 
se transfirieron a membranas de PVDF y se incubaron con los anticuerpos anti-6xHis y anti-K. 
Resultados 
113 
 
Con la finalidad de confirmar estos resultados, se aislaron las bandas correspondientes a estas 
proteínas del gel de poliacrilamida (incluso una tercera banda de unos 30-32 kDa en el caso de la proteína 
VviDHN2), para su digestión enzimática con tripsina y se analizaron los péptidos generados mediante 
técnicas de espectrometría de masas (MALDI-TOF/TOF) (Figura 24). 
 
Asimismo, de determinó su masa molecular en las disoluciones proteicas purificadas (MALDI-
TOF). La búsqueda en la base de datos NCBInr, usando como motor de búsqueda MASCOT, 
combinando el PMF y los diferentes espectros de fragmentación obtenidos (Tabla A-II del Anexo), 
identificaron significativamente la banda denominada DHN4 (59 MASCOT proteína score; 30% de 
cobertura de secuencia) con la proteína XP_002283605.1 [V. vinifera] codificada por el gen VviDHN4 
[GenBank: XM_002283569] y las denominadas DHN2-A (113 MASCOT proteína score; 17% de cobertura 
de secuencia), DHN2-B (143 MASCOT proteína score; 17% de cobertura de secuencia) y DHN2-C (195 
MASCOT proteína score; 25% de cobertura de secuencia) con la proteína XP_002285919.1 [V. vinifera] 
codificada por el gen VvDHN2 [GenBank: XM_002285883]. Para las bandas DHN2-A y DHN2-B los 
péptidos estaban localizados entre los primeros 63 aa, sin embargo, en la banda DHN2-C, los péptidos se 
localizaron a lo largo de los 206 aa de la proteína identificada, incluyendo uno de ellos los cinco 
aminoácidos finales (EKLPG) de una de las dos secuencias consenso para el segmento-K presente en la 
proteína VviDHN2. Los resultados del espectro de masas moleculares revelaron un valor de m/z para 
VviDHN4 de 20,70 kDa, y tres valores de m/z de 9,76, 17,84 y 28,01 en la fracción purificada de la 
proteína VviDHN2 (Figura A-II del Anexo) Estos valores junto a la identificación por espectrometría 
de masas, muestran la purificación de la proteína heteróloga VviDHN4, así como de la proteína heteróloga 
VviDHN2 en su forma monomérica, pudiendo representar las otras bandas detectadas deleciones o 
Figura 24. Extractos proteicos obtenidos de la purificación de las proteínas recombinantes VviDHN2 y VviDHN4. 
Los extractos proteicos se separaron por SDS–PAGE (13,5% poliacrilamida) y se tiñeron con azul de Coomassie para su 
posterior análisis mediante espectrometría de masas. 
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proteólisis de esta proteína. Cabe destacar que, al igual que las proteínas identificadas por inmunodetección 
en los extractos proteicos totales presentaban masas moleculares superiores a la teórica calculada a partir 
de su secuencia de aminoácidos, en el caso de las proteínas recombinantes, la adición del péptido de fusión 
N-terminal del vector aumentó aún más el valor de su masa molecular estimada en geles de SDS-PAGE. 
 
9. ANÁLISIS DE LA FUNCIONALIDAD IN VITRO DE VviDHN2 Y VviDHN4 
9.1. Análisis de la capacidad crioprotectora 
En este análisis se ha utilizado LDH procedente de músculo de conejo como sustrato modelo, por 
ser esta enzima extremadamente lábil a temperaturas inferiores a 0 ºC y perder la mayor parte de su 
actividad catalítica tras un solo ciclo de congelación y descongelación por un proceso de desnaturalización 
por frío (Lin y Thomashow, 1992). En este sentido, el protocolo utilizado en este ensayo en ausencia de 
compuestos crioprotectores implicó una pérdida del 97% de la actividad enzimática de LDH, obteniendo 
una base adecuada para el análisis de la actividad crioprotectora in vitro de las dehidrinas recombinantes 
obtenidas. Para ensayar la capacidad crioprotectora de estas proteínas se procedió a la cuantificación de la 
actividad LDH residual después de dos ciclos consecutivos de congelación-descongelación en presencia 
de concentraciones molares equivalentes de cada una de las dehidrinas, así como de BSA, cuyo papel 
estabilizador de proteínas y crioprotector ha sido ampliamente descrito (Close, 1997), por lo que fue 
utilizada en este ensayo como control positivo. 
 La Figura 25 A muestra como la proteína VviDHN2 no presentó actividad crioprotectora de la 
enzima LDH, manteniendo el valor de actividad residual incluso tras la presencia en el ensayo de 
congelación-descongelación de concentraciones molares de esta dehidrina hasta cuatro veces superiores a 
la de LDH ensayada. Sin embargo, tanto la proteína VviDHN4 como el control BSA, mostraron un 
incremento progresivo en la actividad crioprotectora al ir aumentando la relación molar proteína/LDH de 
0,25 a 4. Además, los resultados mostraron que la proteína VviDHN4 presentó mayor eficacia que la 
proteína BSA en la crioprotección de la actividad LDH, consiguiéndose una protección casi total (93% ± 
6,8) a la máxima relación molar ensayada, mientras que el control BSA presentó un nivel de actividad que 
se situó en torno al 67% ± 5,8. Asimismo, se determinó la dosis protectora al 50% (DP50), que es la 
concentración de proteína capaz de preservar el 50% de la actividad LDH después de los ciclos de 
congelación/descongelación. Este valor se expresó tanto en unidades de concentración másica (µg ml-1) 
como en de concentración molar (nM), dado los valores heterogéneos de masa molecular de ambas 
proteínas, reflejando así el número de moléculas necesario para proteger a la enzima LDH. La proteína 
VviDHN4 presento un valor DP50 de 7,2 µg ml
-1 (302 nM) mientras que la proteína control BSA fue de 
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32,4 (501 nM), obteniendo un valor en la relación másica DP50 BSA/DP50 VviDHN4 de 4,5 y 1,7 en la 
relación molar. 
 
Figura 25. Evaluación in vitro de la actividad crioprotectora (A), de protección frente a la deshidratación (B), 
chaperona (C) y antioxidante (D) de las proteínas recombinantes VviDHN2 y VviDHN4. Porcentaje residual de la 
actividad LDH tras dos ciclos de congelación-descongelación (A) y de la actividad MDH tras dos ciclos de deshidratación-
hidratación (B) en presencia de concentraciones crecientes de las proteínas recombinantes y BSA. (C) Evaluación de la capacidad 
de las proteínas recombinantes y BSA en la protección de la enzima ADH (2 µM) en la relación molar 1:1 frente a la inactivación 
térmica. (D) Evaluación de la capacidad antioxidante de las proteínas recombinantes y BSA mediante el método ABTS•+. Cada 
valor corresponde a la media de tres replicas procedentes de inducciones independientes (n = 6) ± DE. En la tabla se muestran 
las diferencias estadísticas entre las distintas proteínas ensayadas en cada análisis, utilizando el análisis univarianza ANOVA con 
test de Duncan (p<0,05). Diferentes letras (a-d) en cada columna representan cambios significativos a distintas relaciones 
molares proteína/enzima (A y B), a lo largo del tiempo (C) o [proteína] (D). Diferentes letras (X, Y, Z) en cada fila representan 
cambios significativos entre la actividad de las proteínas ensayadas a una determinada relación molar proteína/enzima (A y B), 
tiempo (C) o [proteína] (D). El símbolo (+) indicó un incremento significativo del parámetro analizado entre las proteínas 
ensayadas respecto al BSA (control), utilizando un análisis multivarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05).  
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9.2. Análisis de la capacidad protectora frente a deshidratación 
La actividad protectora frente a deshidratación de las dehidrinas recombinantes se determinó 
usando MDH de corazón porcino como sustrato modelo, debido a la sensibilidad de esta enzima a la 
pérdida de actividad por ciclos de deshidratación-rehidratación. De nuevo, se empleó el BSA como control 
positivo, por su efectividad en la estabilización de proteínas frente a la deshidratación. En este sentido, el 
protocolo de deshidratación utilizado, aplicando dos ciclos de deshidratación/hidratación, fue efectivo al 
obtener una actividad enzimática MDH residual del 30%. 
La Figura 25 B muestra cómo la proteína VviDHN2 no protegió a la enzima MDH de la 
deshidratación, manteniendo el valor de actividad residual incluso tras la presencia en el ensayo de 
deshidratación-rehidratación de concentraciones molares de esta dehidrina hasta cuatro veces superiores 
a la de MDH ensayada. Sin embargo, tanto la proteína VviDHN4 como el control BSA, mostraron un 
incremento progresivo en la protección frente a la deshidratación al ir aumentando la relación molar 
proteína/LDH de 0,25 a 4. Cabe destacar que la proteína VviDHN4 presentó mayor eficacia que la 
proteína BSA, incluso a valores bajos de relación molar, consiguiéndose una protección total (108% ± 23) 
a un valor de relación molar de 2:1, mientras que el control BSA presentó un nivel de actividad que se 
situó en torno al 100% ± 14 en una relación molar de 3:1, manteniendo este valor de protección en el 
máximo valor de relación molar ensayado. Los resultados mostraron, además, que la proteína VviDHN4 
tuvo, no solo capacidad protectora frente a la deshidratación de la actividad MDH, sino una potenciación 
de su actividad cuando la enzima fue incubada a una relación molar 3:1, llegando a alcanzar un valor de 
actividad relativa para la enzima MDH del 156% ± 27, e incluso un 232% ± 42 a la máxima relación molar 
ensayada. Asimismo, se determinó la dosis protectora al 50% (DP50), estimando que la proteína VviDHN4 
presento un valor DP50 de 2,3 µg ml
-1 (100 nM) mientras que el control BSA fue de 22,4 (339 nM), 
obteniendo un valor en la relación másica DP50 BSA/DP50 VviDHN4 de 9,7 y 3,4 en la relación molar. 
 
9.3. Estudio de la actividad chaperona: capacidad de protección frente al estrés térmico 
La capacidad de VviDHN2 y VviDHN4 para mantener la funcionalidad de proteínas expuestas a 
altas temperaturas se evaluó a través del ensayo de inactivación térmica de la enzima ADH de S. cerevisiae, 
enzima extremadamente lábil por la exposición a altas temperaturas. Como control positivo se utilizó, de 
nuevo, la proteína BSA, por su papel estabilizador de proteínas frente al calor.  
En la Figura 25 C se muestra el porcentaje de actividad residual ADH en ausencia de protectores, 
mostrando una pérdida de aproximadamente el 50% de su actividad después de 10 min a 43 ºC, llegando 
a perder un 76% ± 8 después de 60 min. La presencia en el ensayo de la proteína control BSA en relación 
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molar proteína/ADH 1:1 tuvo un moderado efecto positivo sobre la inactivación de ADH por calor, ya 
que, aunque a los 10 min la actividad ADH sin protector también había perdido aproximadamente el 50% 
de su actividad, no se cuantificaron pérdidas de actividad posteriores significativas, manteniéndose un 45% 
± 5 de la actividad transcurridos 60 min.  
Mientras que la proteína VviDHN2 no reveló diferencias significativas con respecto a la protección 
de la inactivación de la enzima ADH mostrada por el control BSA, la proteína VviDHN4 mostró un efecto 
marcadamente protector de la actividad ADH ya que, cuando se incluyó en el ensayo de la actividad 
chaperona a una relación molar 1:1, se mantuvo una actividad enzimática del 80% ± 6 a los 10 min de 
ensayo. A los 60 min de incubación de la enzima a 43 ºC en presencia de VviDHN4, la enzima mantuvo 
alrededor del 60% de su actividad inicial. 
 
9.4. Estudio de la capacidad antioxidante 
Para determinar in vitro la capacidad de las proteínas recombinantes VviDHN2 y VviDHN4 en la 
protección frente al estrés oxidativo se realizó un ensayo en el que se generó químicamente el radical 
ABTS●+ a partir de su precursor ABTS utilizando persulfato potásico. Como control positivo de la 
capacidad antioxidante se utilizó la proteína BSA, ya que antioxidantes patrón tales como Trolox o ácido 
ascórbico presentaban una capacidad antioxidante en un rango no comparable con el de proteínas 
(resultados no mostrados).  
Los resultados mostraron una protección frente al estrés oxidativo que fue incrementándose a 
medida que lo hacía la concentración de proteína recombinante o BSA añadida al ensayo de actividad 
antioxidante (Figura 25 D). La adición de VviDHN2 o BSA a una concentración 2 nM mostró una 
capacidad antioxidante de aproximadamente un 20 % (21% ± 7), mientras que la proteína VviDHN4, a la 
misma concentración, duplicó el efecto protector frente al estrés oxidativo con respecto al mostrado por 
el control BSA y la proteína VviDHN2, alcanzando entorno a un valor del 40% de capacidad antioxidante.  
  
9.5. Actividad anticongelante 
Las proteínas anticongelantes, a través de su interacción con los cristales de hielo, disminuyen la 
temperatura de congelación o cristalización de la disolución de un modo no coligativo sin cambiar la 
temperatura de fusión, de tal manera que el descenso de la temperatura de congelación es mayor que el 
acontecido en la temperatura de fusión. La diferencia entre ambos parámetros termodinámicos se 
denomina THA y puede cuantificarse mediante DSC (DeVries, 1986; Lu et al., 2002). 
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Se obtuvieron los termogramas de recristalización de las muestras conteniendo las proteínas 
recombinantes VviDHN4 y VviDHN2, BSA, como control negativo al no presentar actividad 
anticongelante, o una AFP de tipo III purificada del pez ártico A. brachycephalus, como control positivo, a 
una concentración de 3 μg μl-1 en tampón fosfato potásico 20 mM pH 7,4. Tal y como se observa en el 
termograma D  de la Figura 26, la recristalización de los núcleos de hielo del sistema agua-hielo del control 
BSA se produjo de manera inmediata una vez que la temperatura del sistema comenzó a descender. El 
pico exotérmico resultante apareció sin ningún tipo de retraso, indicando la incapacidad de esta proteína 
en modificar el crecimiento de los cristales de hielo. De este resultado se puede deducir que la proteína 
BSA no presenta ningún efecto de histéresis térmica. En contraste con este comportamiento del control 
negativo, los termogramas correspondientes al sistema parcialmente fundido con el patrón AFP de tipo 
III muestran un retraso en la aparición del pico de recristalización de 0,55 ºC ± 0,03 (Figura 26, 
termograma A). De este modo, la marcada diferencia entre los perfiles de las curvas de ambas proteínas 
control refleja de un modo gráfico el fenómeno de actividad de histéresis térmica. El termograma 
correspondiente a la proteína VviDHN2 presentó un perfil intermedio entre la curva obtenida para la AFP 
de tipo III y el control BSA (Figura 26, termograma C). En este caso, la proteína mostró una lenta 
recristalización del hielo de la mezcla una vez que la temperatura del medio comenzó a descender, 
Figura 26. Termogramas de recristalización de AFP de tipo III, VviDHN4, VviDHN2 y BSA. Se enfriaron (-0,5 ºC min-
1) muestras de las proteínas que se encontraban formando un sistema hielo-agua desde una Tp de -0,7 ºC. (A) 4,4 mg AFP-III 
3 μg μl-1; (B) 4,2 mg VviDHN4 2.8 μg μl-1; (C) 4,0 mg VviDHN2 3,2 μg μl-1; (D) 4,5 mg BSA 3 μg μl-1. 
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presentando un valor intermedio de THA de 0,32 ºC ± 0,05. Sin embargo, la proteína VvDHN4 presentó 
un perfil similar al de la AFP de tipo III, mostrando claramente el termograma correspondiente al sistema 
parcialmente fundido con un retraso en la aparición del pico de recristalización Esta proteína mostró una 
actividad anticongelante del orden de la APF tipo III, mostrando un valor de THA de 0,57 ºC ± 0,04 
(Figura 26, termograma B). 
 
9.6. Análisis de la actividad antifúngica 
La capacidad de inhibición del crecimiento de las hifas del hongo B. cinerea, la principal fuente de 
podredumbre en uvas de mesa, de las proteínas recombinantes VviDHN2 y VviDHN4, así como de BSA 
como control, fue determinada midiendo la actividad antifúngica en dos tipos de ensayo. 
En el primero se incubaron conidios de B. cinerea en placas multipocillo en medio PDB durante 
cuatro días a 25ºC en presencia o ausencia de las proteínas recombinantes o BSA, a una concentración 
37,5 ng µl-1 (7,5 µg), utilizando el antifúngico nistatina 1 µg µl-1 como control positivo. La adición de 
nistatina al cultivo disminuyó la proliferación del hongo en un 80%, mientras que la inclusión de BSA 
resultó en una inhibición del 30% del crecimiento de B. cinerea. VviDHN2 y VviDHN4 mostraron un 
efecto antifúngico moderado sobre B. cinerea, reduciendo el crecimiento del hongo aproximadamente un 
47% ± 8 al final del ensayo (Figura 27 A).  
 
 
Figura 27. Ensayo del efecto de las proteínas recombinantes VviDHN2 y VviDHN4 en la inhibición del crecimiento 
de B. cinerea. (A) Evaluación de la capacidad antifúngica in vitro por inhibición de la germinación de esporas en placas 
multipocillo. Los ensayos se realizaron en presencia de 7,5 g de las proteínas recombinantes o BSA (control negativo) y de 
nistatina (control positivo) durante 72 h. Los valores se expresaron como el porcentaje relativo de crecimiento con respecto al 
cultivo control en PBD. Cada valor corresponde a la media de tres replicas procedentes de inducciones independientes (n = 6) 
± DE. Diferentes letras indican que las medias son significativamente diferentes utilizando un análisis univarianza ANOVA 
con test de Duncan (p<0,05). (B) Evaluación de la capacidad antifúngica in vitro de las proteínas recombinantes (10 μg) por 
inhibición del crecimiento de hifas en PDA, durante 36 h, utilizando BSA como control negativo. 
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Alternativamente, se evaluó la capacidad antifúngica de VviDHN2 y VviDHN4 a través de un 
ensayo de inhibición de crecimiento de la hifa de B. cinerea en placas de PDA a 25 ºC (Figura 27 B). Los 
resultados mostraron una zona de inhibición del crecimiento fúngico alrededor del disco conteniendo 10 
µg de proteína purificada, mientras que no se observó una inhibición del crecimiento en caso de la proteína 
BSA a la misma concentración, corroborando así la mayor efectividad en la inhibición del crecimiento de 
B. cinerea de las proteínas VviDHN2 y VviDHN4. 
 
10. REGULACIÓN DIFERENCIAL DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 
TAUMATINA EN DIFERENTES TEJIDOS DEL RACIMO DE UVA DE MESA 
AUTUMN ROYAL TRATADAS CON ALTOS NIVELES DE CO2 Y 
CONSERVADAS A BAJAS TEMPERATURAS 
Con el fin de establecer la implicación de una de las familias de proteínas PR, concretamente la familia 
5, las llamadas proteínas taumatinas, en la respuesta de la uva de mesa a las bajas temperaturas de 
conservación y en el mecanismo de tolerancia activado por tratamientos con altas concentraciones de CO2, 
en primer lugar, se estudió su localización subcelular en tejidos del pericarpio de uva. Asimismo, se 
estableció el patrón de expresión de las distintas isoformas taumatina y, de los genes que las codifican en 
diferentes tejidos de racimos de Autumn Royal. 
 
10.1. Inmunolocalización de proteínas taumatina en secciones del pericarpio de uva Autumn 
Royal 
Se realizó un ensayo de inmunolocalización del conjunto de proteínas taumatina (sin diferenciación 
entre isoformas) en secciones ultrafinas de pericarpio de uva Autumn Royal con el objetivo de precisar su 
posible interacción con estructuras subcelulares específicas. Para ello se utilizó un anticuerpo anti-PR5, 
específico de esta familia de PRs. La comparativa con secciones no incubadas con el anticuerpo primario 
permitió establecer la especificidad del marcaje con anti-PR5, mostrando una localización muy específica 
de dichas proteínas a nivel subcelular. En las muestras de tejido de uva estudiadas, se encontró una alta 
presencia de marcaje con oro coloidal en pared celular, sugiriendo que las proteínas taumatina se 
encontraban intercaladas entre las fibras de la pared celular (Figura 28). Asimismo, se detectó señal de 
hibridación de anti-PR5 dispersa por el citoplasma, sin aparecer como agrupaciones ni asociada a 
elementos osmiófilos contenidos en él (Figura 28). Además, la vacuola presentó inmunomarcaje debido 
a PR-5, que se encontró tanto disperso como formando pequeñas agrupaciones (Figura 28). Por último, 
se observó hibridación con el anticuerpo en el interior de cloroplastos, específicamente en zonas del lumen, 
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sin que se encontrara inmunomarcaje asociado con ninguna de las membranas del orgánulo (Figura 28). 
De hecho, no se detectó presencia de taumatinas asociada a ninguna membrana celular, como la membrana 
plasmática, la nuclear o la membrana de orgánulos. Asimismo, tampoco se observó hibridación de a-PR-
5 con mitocondrias, núcleo, o retículo (Figura 28).  
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Inmunolocalización subcelular de proteínas de la familia taumatina en el pericarpio de uva Autumn Royal. 
Localización subcelular por TEM utilizando el anticuerpo anti-PR5 y anticuerpo secundario conjugado con partículas de oro 
en secciones ultrafinas (60-70 nm) del pericarpio de uva.: LM, lámina media; PC, pared celular; V, vacuola; C, citoplasma; M, 
mitocondria; Cl, cloroplasto; N, núcleo; mn, membrana nuclear. Las flechas indican el inmunomarcaje de anticuerpo anti-PR5. 
Las barras de escala representan 0,2 μm 
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10.2. Detección de isoformas taumatina y análisis de los cambios en el patrón de acumulación 
en diferentes tejidos del racimo de Autumn Royal tratados con altos niveles de CO2 durante la 
conservación a bajas temperaturas 
Ensayos de inmunodetección utilizando el anticuerpo anti-PR5, permitieron determinar la 
presencia de hasta dos bandas polipeptídicas en los diferentes tejidos de racimos de uvas recién 
recolectados (Figura 29). Así, mientras que en la piel y en la pulpa de los frutos recién recolectados fueron 
dos los polipéptidos reconocidos por el anticuerpo, sólo uno de ellos, el de menor masa molecular estaba 
presente en el raquis de los racimos recién recolectados.  
La intensidad de la señal detectada por quimioluminiscencia fue diferente para cada una de las 
bandas, por lo que, para realizar un adecuado análisis de la masa molecular y del patrón de acumulación 
de cada una de las isoformas, se determinó un tiempo de exposición específico y diferente para cada una 
de las bandas detectadas. Los resultados revelaron que estos polipéptidos mostraban una masa molecular 
determinada por SDS-PAGE de 24 (TLP24) y 23 (TLP23) kDa. 
 
 
 
Figura 29. Detección mediante inmunoensayo de TLP24 y TLP23 en diferentes tejidos de racimos de uva Autumn 
Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los extractos proteicos 
(10 μg) fueron separados mediante SDS-PAGE (13,5% poliacrilamida), electrotransferidos a membranas de PVDF y detectados 
con anticuerpos anti-PR-5. Las figuras corresponden a un gel representativo del perfil de acumulación de TLP24 y TLP23 en 
cada uno de los tejidos analizados. 
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Se realizó un análisis del patrón de acumulación de las diferentes isoformas taumatina en tejidos 
del racimo de Autumn Royal y su modificación por efecto de las bajas temperaturas y de los tratamientos 
gaseosos aplicados. La isoforma taumatina TLP24, acumulada únicamente en tejidos de la baya, mostró 
un patrón que varió dependiendo del tejido. Así, en la piel la acumulación relativa de dicha isoforma 
taumatina incrementó en los frutos tratados con un 20% de CO2 al inicio de la conservación a bajas 
temperaturas, descendiendo progresivamente al paso de los frutos al aire y alcanzando a los 41 días a 0 ºC 
niveles similares a los hallados en frutos recién recolectados (Figura 29 y Figura 30). Sin embargo, no se 
observó un efecto inductor de la acumulación tras la aplicación de un segundo tratamiento gaseoso. Por 
el contrario, en la piel de frutos no tratados, los niveles de TLP24 se incrementaron progresivamente hasta 
Días
0 ab a b a a a
3 a X b Y c bc X b X b
16 b Y a X a X bc X b X b X
28 a X a X b X b X b XY b Y
41 c Z a Y a X c X b X b X
− −
0 ab b b a a a c b c
3 a X b X b b X b Y b b Y a X a
16 ab X ab X a X d X c Y c Y b Y a X a X
28 ab X ab X a X cd X d Y d Y b Y a X a X
41 b Y a X a X bc X d Y d Z a Z a X b Y
+ + −
TLP24
TLP23
PULPA RAQUIS
CO2 CO2/CO2 Aire CO2/CO2
PIEL
Aire CO2 CO2/CO2 Aire CO2
Figura 30. Niveles densitométricos de TLP24 y TLP23 en diferentes tejidos de racimos de uva Autumn Royal tratados 
y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. En la tabla se muestran las diferencias 
estadísticas entre frutos tratados y no tratados, utilizando el análisis univarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
Diferentes letras (a-c) en cada columna representan cambios significativos a lo largo de la conservación. Diferentes letras (X, 
Y, Z) en cada fila representan cambios significativos cada día de conservación entre los frutos tratados y no tratados. Los 
símbolos (+) o (−) indicaron un incremento o descenso significativo del parámetro analizado entre los frutos tratados y no 
tratados, utilizando un análisis multivarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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alcanzar a los 41 días niveles similares al hallado a los 3 días de conservación en frutos tratados con CO2. 
En la pulpa se produjo un incremento en el nivel de acumulación al paso de los frutos a bajas temperaturas, 
tanto en frutos tratados como en los no tratados, manteniéndose los niveles de acumulación sin cambios 
significativos hasta finalizar el periodo de conservación.  
La isoforma TPL23 también mostró un patrón de acumulación diferente en cada uno de los tejidos 
analizados. Mientras que, en la piel, ni las bajas temperaturas ni los tratamientos gaseosos tuvieron efecto 
alguno sobre la tasa de acumulación de TLP23, la pulpa fue el tejido dónde se produjeron las mayores 
variaciones en el patrón de acumulación de esta isoforma taumatina. A lo largo de la conservación a bajas 
temperaturas, los niveles de TLP23 incrementaron en la pulpa de los frutos no tratados con un máximo el 
día 16 de conservación. El tratamiento durante 3 días con CO2, al inicio del periodo de conservación, 
incrementó la acumulación relativa de TLP23 y este efecto se mantuvo con el paso de los frutos al aire, 
alcanzando al final de la conservación niveles dos veces superiores a los hallados en los frutos recién 
recolectados. En la pulpa de los frutos con un doble tratamiento con CO2, los niveles de la isoforma 
TLP23 incrementaron progresivamente hasta el final del periodo de conservación, llegando a alcanzar 
niveles superiores a los hallados en los frutos con solo tratamiento (Figura 29 y Figura 30). En el raquis, 
en cambio, se observó un comportamiento opuesto. Los niveles de acumulación de TLP23 iniciales fueron 
los más altos registrados en este tejido. La conservación a bajas temperaturas descendió los niveles de 
acumulación de esta isoforma, hallando niveles aún menores en los racimos tratados con altos niveles de 
CO2.  
 
10.3. Identificación de la isoforma TLP23 por técnicas de Espectrometría de Masas 
La búsqueda de secuencias que codificaran taumatinas a partir del genoma publicado de V. vinifera 
(Jaillon et al., 2007) mediante análisis BLAST reveló que existen dos isoformas de la familia PR5 en V. 
vinifera. La Tabla 9 muestra la relación entre los distintos genes que codifican taumatina identificados en 
V. vinifera y las isoformas TLPs inmunodetectadas en Autumn Royal, así como sus masas moleculares 
calculadas a partir de geles SDS-PAGE y predichos por técnicas bioinformáticas. Es importante 
puntualizar que ha sido descrito que las proteínas de la familia taumatina debido al alto número de puentes 
disulfuro, son detectadas en geles SDS-PAGE a una altura por encima de su masa molecular teórica 
calculada a partir de su secuencia aminoacídica. Así, el polipéptido de masa molecular estimada por SDS-
PAGE de 23 kDa podría corresponder con los valores de masa molecular de la proteína deducida de 
VviOsmo y el de 24 kDa con la deducida de VviTL1. 
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Con la finalidad de establecer la identidad de una de las isoforma taumatina, se aisló el polipéptido 
de 23 kDa a partir de tejidos de la pulpa, y la banda del gel de poliacrilamida correspondiente a esta proteína 
se separó para su digestión enzimática con tripsina. Los péptidos generados se analizaron mediante 
técnicas de espectrometría de masas (MALDI-TOF/TOF). La búsqueda en la base de datos NCBInr, 
usando como motor de búsqueda MASCOT, combinando el espectro de masas o PMF, y el espectro de 
fragmentación (MS/MS) de una de las masas mayoritarias dentro del PMF, reveló que 6 de los fragmentos 
peptídicos (Tabla 10¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.) coincidían significativamente 
(MASCOT proteína score >75, p<0,05), con un 31% de cobertura de secuencia, con proteínas tipo 
osmotina de V. vinifera tales como AAQ10092 (gi: 33329390; 115 MASCOT proteína score), CAA71883 
(gi: 1839046; 105 MASCOT proteína score) y XP_002282988 (gi: 225426795; 105 MASCOT proteína score). 
  
 
 
 
Péptido 
inmunodetectado
Masa molecular 
a 
(kDa)
Genes Taumatina  
de Vitis vinifera
Masa molecular 
b 
(kDa)
TLP23 23 VviOsmo 19,87
TLP24 24 VviTL1 21,24
Tabla 9. Correspondencia entre las taumatinas inmunodetectadas en tejidos de racimos de Autumn Royal y los genes 
de la familia taumatina de Vitis vinifera. 
a Determinada por SDS-PAGE 
b Calculada utilizando el programa ProtParam (herramienta de Expasy) basado en la 
composición de aminoácidos 
 
 
a Secuencia del péptido ion confirmada por análisis MS/MS 
 
12.845,326 12.835,253 12.835,201 4 72 83 R.TNCNFDASGNGK.C -
13.576,176 13.566,103 13.566,132 -2 194 204 K.TRCPDAYSYPK.D -
14.556,281 14.546,208 14.546,283 -5 160 172 K.TTGGCNNPCTVFK.T -
17.618,375 17.608,302 17.608,437 -8 143 159 R.GISCTADIVGECPAALK.T
a 83
21.607,942 21.597,869 21.597,467 19 173 190 K.TDEYCCNSGSCDATDYSR.F -
35.974,775 35.964,702 35.963,644 29 160 190
K.TTGGCNNPCTVFKTDEYCC
NSGSCDATDYSR.F  
-
Final de 
secuencia
Secuencia del péptido
MASCOT  
score
Masa 
observada
Masa 
esperada
Masa 
calculada
Delta
Inicio de 
secuencia
Tabla 10. Identificación de secuencia de péptidos de la isoforma TLP23 mediante PMF y MALDI-TOF/TOF 
y búsqueda con el algoritmo MASCOT en la base de datos NCBInr. 
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10.4. Aislamiento e identificación de genes que codifican proteínas taumatinas en Autumn 
Royal 
Los clones de secuencia completa que codifican las proteínas taumatina, VviTL1 y VviOsmo, de la 
variedad Autumn Royal se obtuvieron mediante RT-PCR utilizando los oligonucleótidos específicos 
recogidos en la Tabla A-I del Anexo. El ADNc correspondiente a VviTL1 de 669 pb presentó una 
secuencia aminoacídica deducida de 222 aminoácidos, siendo su masa molecular estimada de 23,9 kDa y 
su punto isoeléctrico de 5,36. Por otro lado, se obtuvo el ADNc correspondiente a VviOsmo de 678 pb, 
con una secuencia aminoacídica deducida de 225 aminoácidos y una masa molecular de 23,88 kDa, siendo 
su punto isoeléctrico de 4,56. El análisis mediante el software SignalP 4.1-prediction mostró la presencia 
de un sitio de corte entre los aminoácidos 24 y 25 del extremos N-terminal en ambas proteínas deducidas 
(Figura 31), que sugirió la presencia de un péptido señal de secreción, que se eliminaría en las proteínas 
maduras.  
 
El cálculo del índice de alifaticidad (59,37 y 56 para VviTL1 y VviOsmo respectivamente) sugirió 
que ambas proteínas recombinantes presentan una gran estabilidad en un amplio rango de temperaturas. 
Además, según el valor de GRAVY, estimado como índice de hidropatía, de -0,283 y -0,059, se puede 
inferir que no son proteínas localizadas en membranas. El análisis de probables sitios de unión de estas 
Figura 31. Representación esquemática de las secuencias de aminoácidos deducidas de VviTL1 y VviOsmo de 
Autumn Royal, la predicción de sitios susceptibles de sufrir modificaciones post-traduccionales, estructuras 
secundarias (IIII Conformación al azar o random coil, IIII Hoja β, IIII Hélice α), grado de desorden intrínseco y 
sitios de unión a otras estructuras. 
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proteínas reveló que existía una región N-terminal de unión a otras estructuras, sin embargo, en ambas 
proteínas, esta región coincide con el péptido señal de localización que será escindido durante el 
procesamiento postraduccional (Figura 31). Por otro lado, el cálculo del grado de inestabilidad de ambas 
proteínas permitió clasificarlas como proteínas estables (índice de inestabilidad: 34,52 y 25,25 para VviTL1 
y VviOsmo respectivamente). Acorde con este resultado, el perfil de desorden interno obtenido por 
DISOPRED reveló que ambas proteínas tenían un grado de desorden intrínseco muy bajo, a pesar de que 
VviTL1 contuviera una región en torno a la posición 40 que supera el nivel de desorden intrínseco 
establecido para proteínas ordenadas (Figura 31). Por último, el examen de la estructura secundaria de las 
proteínas reveló que VviTL1 está organizada previsiblemente en 19 láminas-β plegadas y 2 α- hélices, 
mientras que VviOsmo se compone de 18 láminas-β plegadas y solo una α- hélice (Figura 31).  
En cuanto a las modificaciones postraduccionales, se han localizado abundantes sitios de 
fosforilación probables (20 en VviTL1 y 25 en VviOsmo), además de dos lisinas susceptibles de 
sumoilación en la proteína VviOsmo en las posiciones 172 y 204, y un sitio susceptible de glicosilación en 
la posición 134. Sin embargo, no se encontraron posibles sitios de ubiquitinación en estas proteínas (Figura 
31). 
 
10.5. Análisis de los cambios en el patrón de expresión de VviTL1 y VviOsmo en diferentes 
tejidos del racimo de Autumn Royal tratados con altos niveles de CO2 durante la conservación a 
bajas temperaturas 
Para estudiar el posible efecto modulador del CO2 sobre la transcripción de los genes que codifican 
taumatinas de V. vinifera, se realizó un análisis de su patrón de expresión a lo largo de la conservación a 
bajas temperaturas, bajo diferentes condiciones atmosféricas. A pesar de que los ensayos de 
inmunodetección no detectaron la presencia de la proteína TLP24 (codificada por el gen VviTL1) en el 
raquis, los análisis de expresión génica realizados por RT-qPCR mostraron niveles de expresión 
cuantificables y similares de ambos genes. El patrón de acumulación de los transcritos de VviTL1 y 
VviOsmo (gen que codifica la proteína TLP23) mostró que la expresión de ambos genes estaba regulada 
por bajas temperaturas o altas concentraciones de CO2 en función del tejido (Figura 32).  
El perfil de expresión génica de VviTL1 y VviOsmo en la piel no mostró modificaciones derivadas 
de la conservación en frío, ni de la exposición a altas concentraciones de CO2, presentando niveles de 
acumulación de los transcritos constantes desde el inicio del periodo de conservación. En la pulpa de los 
frutos no tratados, mientras que los niveles de los transcritos de VviOsmo se mantuvieron sin cambios 
durante la conservación, se observó una inducción moderada del VviTL1 a partir del día 13 a 0 ºC. La 
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pulpa es el tejido en el que el efecto del CO2 al inicio de la conservación fue más relevante, puesto que su 
aplicación indujo significativamente los niveles de los transcritos de ambos genes, duplicándose en el caso 
de VviTL1 y llegando VviOsmo a niveles de expresión 3,5 veces superiores a los hallados en los frutos 
recién recolectados (Figura 32). Tras esta inducción transitoria producida el tercer día de conservación, 
los niveles de los transcritos de ambos genes recuperaron los valores iniciales. El segundo tratamiento con 
CO2 únicamente presentó un efecto inductor de la expresión de VviOsmo al final del periodo de 
conservación (41 días). 
 
Días
0 b b b a a a a b c
3 a X a X a a X b Y b a Y a X ab
13 a X a X a bc X b X b b Y a X ab
16 a X a X a X bc Y b Y a X a Z a X bc Y
28 a X a X a X b X b X b X a Y a X a X
41 a X a X a X c X ab X b XY a Y a X bc Y
−
0 c b b a a a abc b bc
3 ab X a X ab ab X c Y d ab Y a X a
13 bc Y a X ab ab X b X b d Y ab X abc
16 a X a X ab X b X b X b X bc Z ab X c Y
28 a X a X a X ab X b X b X c Y ab X ab X
41 ab Y a X b Z ab X b X c Y a Y a X a XY
+ + −
PULPA RAQUIS
VviTL1
VviOs
mo
CO2/CO2CO2/CO2CO2 Aire
PIEL
Aire CO2 CO2/CO2 Aire CO2
Figura 32. Cambios en los niveles relativos de ARNm de VviTL1 y VviOsmo en diferentes tejidos de racimos de uva 
Autumn Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los niveles 
relativos de los transcritos se determinaron por análisis RT-qPCR y para la normalización de los resultados se utilizó el gen de 
referencia ACT1. Los niveles de expresión se calcularon respecto a una muestra calibrador (día 0, recién recolectados), 
empleando la fórmula 2-ΔΔCt. Cada valor corresponde a la media de dos replicas biológicas (n = 4) ± DE. En la tabla se muestran 
las diferencias estadísticas entre frutos tratados y no tratados, utilizando el análisis univarianza ANOVA con test de Duncan 
(p<0,05). Diferentes letras (a-d) en cada columna representan cambios significativos a lo largo de la conservación. Diferentes 
letras (X, Y, Z) en cada fila representan cambios significativos cada día de conservación entre los frutos tratados y no tratados. 
Los símbolos (+) o (−) indicaron un incremento o descenso significativo del parámetro analizado entre los frutos tratados y no 
tratados, utilizando un análisis multivarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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En el raquis, los niveles de expresión de VviTL1 y VviOsmo estuvieron regulados por las bajas 
temperaturas de conservación. Así, se observó una inducción transitoria de ambos genes a los 13 días a 0 
ºC, alcanzando VviOsmo y VviTL1 niveles de expresión 4,5 veces y 2,5 veces superiores, respectivamente, 
a los detectados en los racimos recién recolectados (Figura 32). Por el contrario, aquellos tratados con 
altos niveles de CO2 mostraron niveles de expresión para ambos genes inferiores a los registrados en los 
frutos no tratados.  
 
10.6. Análisis in silico de los promotores de VviTL1 y VviOsmo 
El análisis de 1500 bp de las regiones promotoras de los genes VviTL1 y VviOsmo reveló la 
presencia de elementos cis-reguladores relacionados con la respuesta a estrés tanto biótico cómo abiótico 
en plantas (Figura 33). Únicamente se encontró un elemento cis-regulador común al promotor de ambos 
genes, el elemento LTR (CCGAAA) relacionado con el estrés por bajas temperaturas. En la secuencia 
promotora de VviOsmo, se encontraron además otros elementos relacionados con el estrés abiótico como 
los elementos de respuesta a altas temperaturas (HSE) de respuesta anaeróbica (ARE) y un motivo 
implicado en defensa y respuesta a estrés (TC-rich). Asimismo, se identificó un elemento de respuesta a 
estrés abiótico, como es el elemento WUN de respuesta ante heridas o daño mecánico. Por el contrario, 
en el promotor de VviTL1, se identificaron cuatro elementos de respuesta fitohormonas, dos de ellos de 
respuesta a etileno (ERE) y otros dos de respuesta a ácido abscísico (ABRE). Por último, se localizó la 
caja W, elemento diana de unión de los factores de transcripción WRKY implicados en la regulación del 
estrés biótico y abiótico en plantas. 
 
Figura 33. Representación esquemática de las secuencias promotoras de los genes VviTL1 y VviOsmo de Vitis 
vinifera. Mediante los símbolos indicados en la leyenda se resaltan elementos cis reguladores de respuesta a estrés abiótico y 
biótico. 
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11. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE PRs MEDIADA POR LOS FACTORES 
DE TRANSCRIPCIÓN WRKY 
Con el objetivo de elucidar el papel de los WRKYs en la regulación de la expresión de PRs se llevó a 
cabo la identificación y caracterización de 15 WRKYs de uva de mesa Autumn Royal, cuya elección se basó 
en trabajos previos en uva de mesa Cardinal, donde se observó la inducción de dos de ellos por altos 
niveles de CO2 (Rosales et al., 2016) y en plántulas de V. vinifera donde se clasificaron como WRKYs 
inducibles por la exposición al frio (Wang et al., 2014a). 
 
11.1. Análisis de secuencias de los factores de transcripción WRKY 
Hasta el momento en V. vinifera se han identificado 59 genes VviWRKY, clasificados en cuatro 
grupos en función del número de dominios WRKY y de la tipología del dominio dedo de zinc (Figura 
34). Debido a las diferencias de nomenclatura de los distintos genes en los diferentes trabajos publicados 
hasta el momento, se decidió seguir la propuesta de Wang et al. (2014a), de manera que los WRKY 
estudiados fueron VviWRKY12, VviWRKY14, VviWRKY18, VviWRKY19, VviWRKY28, VviWRKY31, 
VviWRKY33, VviWRKY34, VviWRKY39, VviWRKY42, VviWRKY44, VviWRKY47, VviWRKY48, 
VviWRKY49 y VviWRKY52.  
 
Figura 34. Alineamiento múltiple de las secuencias del dominio WRKY característico de los 15 VviWRKY de V. 
vinifera estudiados. En rojo se marca la secuencia consenso WRKY (WRKYGQK) y los residuos de cisteína (C) e histidina 
(H) que conforman los dedos de zinc. 
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El apilamiento de las secuencias aminoacídicas de los 15 WRKYs mostró que todos ellos 
compartían el dominio WRKY, cuyas regiones más características son el heptapéptido WRKYGQK, 
excepto en VviWRKY49 donde varía un único aminoácido conformando la secuencia WRKYGKK, y los 
residuos de cisteína (C) e histidina (H) que conforman el dominio dedo de zinc (Figura 34). Teniendo en 
cuenta las regiones presentes en cada WRKY y los grupos establecidos por Wang et al. (2014a), entre los 
VviWRKYs estudiados en este trabajo, se encontró que VviWRKY28 pertenece al grupo I que se 
caracteriza por la presencia de un segundo dominio WRKY y el dominio dedo de zinc del tipo C2H2. 
Asimismo, se identificaron 11 representantes (VviWRKY12, VviWRKY14, VviWRKY19, VviWRKY31, 
VviWRKY33, VviWRKY34, VviWRKY39, VviWRKY44, VviWRKY47, VviWRKY48, VviWRKY49 y 
VviWRKY52) del grupo II que presentan un único dominio WRKY y un motivo C2H2 de dedos de zinc. 
Por último, VvWRKY18, VvWRKY33 y VvWRKY42 se identificaron dentro del grupo II, presentando 
un único dominio WRKY y dedos de zinc del tipo C2HC (Figura 34). 
 
11.2. Análisis del perfil de expresión de 15 VviWRKYs en diferentes tejidos de racimos de 
Autumn Royal tratados con altas concentraciones de CO2 y conservados a bajas temperaturas 
Se realizó un análisis del patrón de expresión de los 15 VviWRKYs en la piel, la pulpa y el raquis 
de racimos de uva de mesa Autumn Royal tratados y no tratados con CO2 y conservados hasta 13 días a 0 
ºC. Es importante destacar que, al igual que ocurrió con los factores de transcripción VviDREBA1s, no 
se detectó expresión de ninguno de los VviWRKYs después de 16 días de conservación a 0 ºC, ni en 
respuesta al segundo tratamiento gaseoso (resultados no presentados). Dado el gran volumen de resultados 
y, a fin de facilitar el análisis y la comprensión de la modulación de la expresión génica de los VviWRKY 
estudiados, los resultados obtenidos en los distintos tejidos se clasificaron atendiendo a su respuesta a los 
altos niveles de CO2 y a la conservación a bajas temperaturas. Así, en piel, se observó la inducción de 4 
VviWRKYs (VviWRKY14, VviWRKY18, VviWRKY39 y VvWRKY42) mediada por la aplicación de altos 
niveles CO2 durante 3 días a 0 ºC, observándose un incremento de la expresión al finalizar el tratamiento 
que disminuyó cuando los frutos fueron transferidos a aire (Figura 35). Por otro lado, la conservación a 
bajas temperaturas en aire activó la expresión de VviWRKY28, VviWRKY34 y VviWRKY47, mientras que 
la aplicación del tratamiento gaseoso a 0 ºC no mostró ningún efecto, manteniéndose los niveles similares 
a los de los frutos recién recolectados (Figura 35). La conservación a 0 ºC, independientemente de la 
composición de la atmósfera, indujo los niveles de los transcritos de VviWRKY19, VviWRKY31 y 
VviWRKY52 y reprimió la acumulación de VviWRKY33 y VviWRKY49. En el caso de VviWRKY52, 
mientras que la exposición a 0 ºC activó la acumulación de los transcritos a los 3 días en los frutos no 
tratados, en los tratados con CO2 fue después de 13 días donde se observó una mayor inducción. Por 
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último, los niveles de expresión de VviWRKY12, VviWRKY44 y VviWRKY48 no se vieron afectados 
durante la conservación a 0 ºC (Figura 35). 
En la pulpa, la aplicación del tratamiento gaseoso durante la conservación a 0 ºC evidenció el 
aumento significativo de la expresión de 9 VviWRKYs (VviWRKY12, VviWRKY14, VviWRKY19, 
VviWRKY28, VviWRKY33, VviWRKY42, VviWRKY47, VviWRKY49 y VviWRKY52), siendo el 
VviWRKY12 el que presentó una mayor expresión después de 3 días de tratamiento con CO2 (Figura 36). 
Sin embargo, es importante destacar que, si bien la modulación de VviWRKY28 y VviWRKY52 fue 
específica de los frutos tratados con CO2, en el caso de los otros 7 VviWRKYs mencionados se observó 
también una menor inducción, aunque significativa, en los frutos no tratados respecto a los recién 
recolectados. El mayor incremento en la expresión de VviWRKY12, VviWRKY14, VviWRKY33 y 
VviWRKY42, se observó después de 3 días de tratamiento gaseoso, disminuyendo una vez que los racimos 
se transfirieron al aire. Sin embargo, el incremento en los transcritos de VviWRKY28, VviWRKY47 y 
VviWRKY52 tuvo lugar después de 13 días, una vez que los racimos tratados se transfirieron a aire. Por 
último, los niveles de expresión de VviWRKY19 y VviWRKY49 no presentaron variación entre la 
finalización del tratamiento (3 días) y después de la transferencia a aire (13 días) (Figura 36). Por otro 
lado, los niveles de expresión de VviWRKY34 incrementaron en respuesta a las bajas temperaturas 
únicamente en la pulpa de los frutos no tratados. Mientras que los niveles de expresión de VviWRKY18, 
VviWRKY31, VviWRKY39, VviWRKY44 y VviWRKY48 incrementaron en la pulpa de los frutos no 
tratados y tratados con CO2 conservados a bajas temperaturas, aunque a excepción VviWRKY18 en todos 
ellos la inducción fue mayor en los frutos no tratados (Figura 36). 
Por último, en el raquis los resultados mostraron que los niveles de VviWRKY52 sólo 
incrementaron en el raquis de los racimos tratados con CO2 a los 13 días de conservación a bajas 
temperaturas. Sin embargo, la conservación a bajas temperaturas activó la expresión de VviWRKY28 en 
los racimos no tratados. Por el contrario, la exposición de los racimos a bajas temperaturas 
independientemente del tratamiento incrementó los niveles de VviWRKY12 mientras que no tuvo ningún 
efecto sobre la regulación de la expresión de VviWRKY14 o inhibió la acumulación de los transcritos de 
VviWRKY18, VviWRKY19, VviWRKY31, VviWRKY39, VviWRKY42, VviWRKY44, VviWRKY48 y 
VviWRKY49 (Figura 37). 
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Figura 35. Cambios en los niveles relativos de ARNm de 15 VviWRKYs en la piel de uva Autumn Royal tratadas y no 
tratadas con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los niveles relativos de los transcritos se 
determinaron por análisis RT-qPCR y para la normalización de los resultados se utilizó el gen de referencia ACT1. Los niveles 
de expresión se calcularon respecto a una muestra calibrador a 0, recién recolectados), empleando la fórmula 2-ΔΔCt. Cada valor 
corresponde a la media de dos replicas biológicas (n = 4) ± DE. Diferentes letras indican que las medias son significativamente 
diferentes utilizando un análisis univarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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Figura 36. Cambios en los niveles relativos de ARNm de 15 VviWRKYs en la pulpa de uva Autumn Royal tratadas y 
no tratadas con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los niveles relativos de los transcritos se 
determinaron por análisis RT-qPCR y para la normalización de los resultados se utilizó el gen de referencia ACT1. Los niveles 
de expresión se calcularon respecto a una muestra calibrador a 0, recién recolectados), empleando la fórmula 2-ΔΔCt. Cada valor 
corresponde a la media de dos replicas biológicas (n = 4) ± DE. Diferentes letras indican que las medias son significativamente 
diferentes utilizando un análisis univarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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Figura 37. Cambios en los niveles relativos de ARNm de 12 VviWRKYs en el raquis de racimos de uva Autumn Royal 
tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los niveles relativos de los 
transcritos se determinaron por análisis RT-qPCR y para la normalización de los resultados se utilizó el gen de referencia ACT1. 
Los niveles de expresión se calcularon respecto a una muestra calibrador a 0, recién recolectados), empleando la fórmula 2-ΔΔCt. 
Cada valor corresponde a la media de dos replicas biológicas (n = 4) ± DE. Diferentes letras indican que las medias son 
significativamente diferentes utilizando un análisis univarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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11.3. Análisis de correlación de los cambios de expresión de VviTL1, Vcgns1 y Vcchit1b y los 
VviWRKYs en uva de mesa Autumn Royal 
Como se ha mencionado anteriormente (apartado 10.6), la caja W a la que se unen los WRKYs fue 
identificada en la región promotora VviTL1. Asimismo, trabajos previos del grupo de investigación 
mostraron la presencia de la caja W en las regiones promotoras de otras PRs de V. vinifera, tales como una 
quitinasa (Vcchit1b) y una β-1,3-glucanasa (Vcgns1) de clase I (Romero et al., 2016). Si bien los resultados 
de los cambios de expresión de VviTL1 se muestran en el apartado 10.5 de Resultados, en el caso de 
Vcgns1 y Vcchit1b, éstos se habían analizado hasta el momento en uva de mesa cv. Cardinal. Por ello, para 
poder investigar en el papel de los WRKYs en la regulación de PRs y poder establecer correlaciones entre 
los cambios de expresión, se analizó mediante qRT-PCR la expresión de Vcgns1 y Vcchit1b en los distintos 
tejidos de los racimos de uva Autumn Royal tratados y no tratados con CO2 durante la conservación a 0 
ºC (Figura 38).  
 
 
 
En la piel, los niveles de expresión de Vcchit1b y Vcgns1 incrementaron como efecto de la 
exposición a bajas temperaturas. Sin embargo, mientras que los niveles de Vcchit1b a los 13 días fueron 
superiores en los frutos no tratados, la acumulación de Vcgns1 fue mayor al finalizar el tratamiento gaseoso 
Figura 38. Cambios en los niveles relativos de ARNm de Vcchit1b y Vcgns1 en diferentes tejidos de racimos de uva 
Autumn Royal tratados y no tratados con altas concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. Los niveles 
relativos de los transcritos se determinaron por análisis RT-qPCR y para la normalización de los resultados se utilizó el gen de 
referencia ACT1. Los niveles de expresión se calcularon respecto a una muestra calibrador a 0, recién recolectados), empleando 
la fórmula 2-ΔΔCt. Cada valor corresponde a la media de dos replicas biológicas (n = 4) ± DE. Diferentes letras indican que las 
medias son significativamente diferentes utilizando un análisis univarianza ANOVA con test de Duncan (p<0,05). 
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en comparación con los frutos no tratados, igualándose los niveles después de 13 días a 0 ºC. En la pulpa, 
tanto en los frutos tratados como en los no tratados, los niveles de la acumulación de Vcchit1b y Vcgns1 
incrementaron independientemente de la composición de la atmósfera, pero mientras que el incremento 
en Vcchit1b se observó a los 13 días de conservación a 0 ºC, en el caso de Vcgns1 tuvo lugar a los 3 días, 
disminuyendo a los 13 días en los frutos tratados hasta niveles similares a los de los frutos recolectados 
(Figura 38). En raquis, se indujo la expresión de Vcgns1 a los 13 días de conservación de los racimos no 
tratados a 0 ºC (Figura 38). Sin embargo, en el caso de Vcchit1b se observó a los 3 días un incremento en 
la acumulación de los transcritos tanto en los racimos tratados como no tratados, aunque a los 13 días este 
incremento fue superior en los conservados en aire. 
Los resultados obtenidos tras el tratamiento de los datos con el test de correlación de Pearson 
(Tabla 11), mostraron que VviWRKY47 fue el único caso donde no se encontró correlación entre su 
expresión y los cambios observados en los genes que codifican PRs analizados. Por el contrario, 
VviWRKY28 y VviWRKY34 presentaron correlación positiva con las tres PRs. Aunque es importante 
señalar que en todos los casos en los que se encontraron correlaciones positivas éstas fueron tejido 
dependientes, siendo la pulpa el tejido donde más se observaron. Asimismo, VviWRKY12 y VviWRKY19 
presentaron correlaciones con los cambios de expresión de VviTL1 y Vcchit1b, mientras que VviWRKY31 
y VviWRKY39 con la acumulación de los transcritos de Vcgns1 y Vcchit1b y la modulación de VviWRKY33 
y VviWRKY42 correlacionó con la expresión de VviTL1 y Vcgns1 (Tabla 11).  
 
VviTL1 Vcchit1b Vcgns1 VviTL1 Vcchit1b Vcgns1 VviTL1 Vcchit1b Vcgns1
VviWRKY12 -0,126 0,054 0,037 0,635* -0,207 0,268 0,392 0,711** 0,365
VviWRKY14 -0,119 -0,45 -0,016 0,254 -0,43 0,681** -0,104 -0,518 -0,216
VviWRKY18 -0,097 -0,534 0,068 0,007 0,429 0,820** -0,325 -717 -0,474
VviWRKY19 -0,62 0,751** 0,326 0,757** -0,021 0,142 0,478 -0,213 0,214
VviWRKY28 0,085 0,793** 0,153 0,621* -0,14 0,098 0,895** 0,699** 0,862**
VviWRKY31 -0,535 0,552* 0,963** 0,483 0,568* -0,052 -0,127 -0,548 -0,254
VviWRKY33 0,777** -0,589 -0,275 0,125 0,07 0,714**
VviWRKY34 0,096 0,703** 0,126 0,435 -0,0157 0,325
VviWRKY39 -0,19 0,965** -0,049 -0,168 0,236 0,742** -0,644 -0,644 -0,598
VviWRKY42 -0,03 -0,126 -0,09 0,748** 0,305 0,753** -0,668 -0,668 -0,385
VviWRKY44 0,269 -0,423 0,132 -0,192 0,201 0,734** 0,39 0,004 -0,114
VviWRKY47 0,31 0,181 0,236 0,115 -0,237 0,125
VviWRKY48 0,103 -0,591 0,242 -0,168 -0,2 0,932** -0,101 -0,555 0,283
VviWRKY49 0,837** -0,51 -0,252 0,711** -0,15 0,326 -0,423 -0,68 -0,26
VviWRKY52 -0,326 -0,001 0,508 0,586* 0,061 0,288 -0,265 -0,213 -0,118
PIEL PULPA RAQUIS
Tabla 11. Coeficientes de correlación de Pearson entre la expresión de genes VviTL1, Vcchit1b y Vcgns1 y la expresión 
de los VviWRKYs en diferentes tejidos de racimos de uva Autumn Royal tratados y no tratados con altas 
concentraciones de CO2 durante la conservación a 0 ºC. 
* La correlación es significativa en el nivel 0,05. 
** La correlación es significativa en el nivel 0,01. 
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11.4. Análisis de la interacción entre las proteínas VviWRKY14 y VviWRKY42 y la caja W 
presentes en los promotores de PRs mediante ensayos de retardo electroforético 
Se llevó a cabo la obtención de las proteínas recombinantes VviWRKY14 y VviWRKY42 con el 
objetivo de poder estudiar las afinidades cis/trans de las proteínas obtenidas a las cajas W presentes en los 
promotores de VviTL1, Vcchit1b y Vcgns1. Se eligieron estos dos candidatos teniendo en cuenta que, en la 
piel y pulpa, donde se observó un incremento en los niveles de expresión de ambos genes, ésta siempre 
fue superior en los frutos tratados, unido a que presentaron en la pulpa una correlación positiva con los 
niveles de expresión de VviTL1 (VviWRKY42) y Vcgns1 (VviWRKY14 y VviWRKY42). Se diseñaron 
oligonucleótidos con dianas para enzimas de restricción que permitieron digerir los productos de la 
amplificación por PCR para posteriormente clonarlos en el sistema de expresión pTrcHisA. Se 
transformaron células de E. coli BL21 y se indujo la expresión de las proteínas mediante la adición de 
IPTG. En una primera aproximación, se consideró que las proteínas WRKY14 y WRKY42 eran solubles, 
pero tras la lisis celular únicamente se detectó WRKY14, llevándose a cabo su purificación mediante 
afinidad a las columnas de níquel. Sin embargo, tanto la medida de la concentración de la proteína, como 
el análisis mediante inmunodetección utilizando el anticuerpo monoclonal anti-6xHis, reveló la presencia 
débil de la proteína WRKY14 (Figura 39). 
 
 
Figura 39. Análisis de extractos proteicos de la inducción mediante IPTG de células de E. coli que expresan el vector 
pTrcHisA vacío (ϕ) o las proteínas recombinantes VviWRKY14 (14) y VviWRKY42 (42). Los extractos obtenidos de la 
sobreexpresión se centrifugaron, obteniéndose un precipitado y un 2obrenadante, que, tras su purificación por afinidad mediante 
columnas de Ni-NTA agarosa se separaron en geles de SDS–PAGE (13,5% poliacrilamida) y se tiñeron con azul de Coomassie, 
o se transfirieron a membranas de PVDF y se incubaron con el anticuerpo anti-6x His. 
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En vista a estos resultados, se consideró que tanto WRKY14 como WRKY42 podrían estar 
formando cuerpos de inclusión que precipitarían tras la lisis celular. Por ello, se emplearon condiciones 
desnaturalizantes (urea 8 M) para la lisis de los cuerpos de inclusión y posterior purificación por afinidad 
en las columnas de níquel. Al resolver las muestras obtenidas en geles de SDS-PAGE y transferir a 
membrana, se confirmó la presencia de ambas proteínas en los precipitados insolubles utilizando el 
anticuerpo anti-6xHis (Figura 39). Así, para VviWRKY14 se observó una banda muy intensa de 
aproximadamente 38 kDa tras llevarse a cabo la purificación de la proteína, mientras que en el caso de 
VviWRKY42 se detectaron dos bandas y la de mayor intensidad presentó un tamaño de aproximadamente 
50 kDa, sin embargo, hasta el momento no se ha llevado a cabo la identificación de ninguna de estas 
proteínas por huella peptídica. 
 
 
Figura 40. Análisis EMSA realizados con las proteínas VviWRKY14 y VviWRKY recombinantes empleando como 
sondas las secuencias de la caja W de las regiones promotoras de VviTL1, Vcchit1b y Vcgns1. Los elementos cis (sondas) 
utilizados en el ensayo EMSA se indican en la parte inferior de la figura con la secuencia de la caja W subrayada. Las sondas 
fueron marcadas en el extremo N-terminal con biotina. Se añadieron 500 veces más de sonda no marcada que de sonda marcada 
a los ensayos de competición (3). 
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Para llevar a cabo el ensayo de afinidad de los WRKYs a las cajas W se realizó un cambio de 
tampón de las proteínas recombinantes purificadas y la medida de la concentración proteica después del 
mismo mostró una reducción drástica en aquellos extractos provenientes de cuerpos de inclusión. Con el 
fin de realizar un estudio EMSA preliminar se emplearon las proteínas VviWRKY14 y VviWRKY42 
provenientes de la fracción insoluble y tamponadas en un alto contenido de imidazol y urea (Figura 39). 
Los ensayos EMSA realizados con la proteína VviWRKY42 parecen indicar que dicho factor de 
transcripción presenta unión con la caja W de VviTL1, así como de Vcchit1b y Vcgns1. Según los resultados, 
la unión de VviWRKY42 con la caja VviTL1 y con Vcchit1b tendría una naturaleza inespecífica, ya que no 
se observa disminución de la señal en la banda correspondiente al ensayo de competición. En cambio, los 
resultados apuntan a que la unión con la caja W de Vcgns1 podría ser específica, ya que la señal de la banda 
correspondiente al ensayo de competición disminuye con respecto a la banda en la que VviWRKY42 se 
incuba únicamente con sonda marcada. El ensayo realizado con la proteína VviWRKY14 mostró una 
unión inespecífica con la caja W de Vcchit1b y Vcgns1, Sin embargo, se observó que la unión con la caja 
presente en la región promotora de VviTL1 fue específica, ya que hubo una disminución en la banda 
correspondiente al ensayo de competencia (Figura 40).  
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1. EVALUACIÓN DE LA EFECTIVIDAD DE LOS TRATAMIENTOS CON ALTOS 
NIVELES DE CO2 EN LA CALIDAD INTRÍNSECA DE RACIMOS DE UVA DE 
MESA cv. AUTUMN ROYAL DURANTE LA CONSERVACIÓN A BAJAS 
TEMPERATURAS 
La conservación postcosecha de la uva de mesa a bajas temperaturas con humedad relativa del 90-
95%, si bien es altamente eficiente en la extensión de la vida útil del fruto al reducir la velocidad de los 
procesos vitales, no es infalible frente a la aparición de diferentes alteraciones metabólicas y estructurales 
durante la conservación, que repercuten negativamente en la calidad del fruto. Los eventos relacionados 
con la senescencia que tienen lugar durante la vida postcosecha de uva de mesa durante la conservación a 
bajas temperaturas están relacionados fundamentalmente con la pérdida de agua de los racimos y con la 
creación de un entorno favorable para el desarrollo de la infección fúngica. Así, a lo largo de la 
conservación, además de la propagación de B. cinerea, el raquis va perdiendo el color verde en favor del 
color marrón y se va desecando, se incrementa la tasa de abscisión de frutos y las bayas sufren procesos 
de deshidratación y ablandamiento. 
La aplicación de tratamientos coadyuvantes a las bajas temperaturas durante la conservación de los 
frutos, como la fumigación con químicos (SO4, ácido acético o etanol), la aplicación de aceites esenciales, 
las atmósferas controladas o modificadas o los pretratamientos gaseosos, han contribuido eficientemente 
a contrarrestar los efectos negativos de la conservación en frío, alargando así la vida útil de la uva de mesa. 
En este trabajo se ha llevado a cabo un estudio del efecto que sobre uva de mesa cv. Autumn Royal 
ejerce la doble exposición a tratamientos con un 20% de CO2 durante 3 días, realizados al inicio y durante 
la conservación (13 días) a bajas temperaturas. Las ventajas de la aplicación de un tratamiento gaseoso con 
altos niveles de CO2 frente a otros tratamientos coadyuvantes a las bajas temperaturas, irían orientadas en 
términos de inocuidad ambiental de la mezcla de gases empleada y al bajo coste derivado de su utilización, 
dado el corto periodo de tiempo de exposición de los frutos al tratamiento gaseoso. De esta forma, la 
conservación o el transporte de los frutos podrían llevarse a cabo en instalaciones frigoríficas 
convencionales. 
Estudios anteriores habían mostrado que la aplicación de un pretratamiento de 3 días con altos 
niveles de CO2 coadyuvante a las bajas temperaturas fue efectivo en el mantenimiento de la calidad de uva 
de mesa cv. Cardinal durante la conservación a 0 ºC (Sanchez-Ballesta et al., 2006). Sin embargo, cada 
variedad, por sus características propias, presenta una tolerancia y activa mecanismos diferentes de 
respuesta a las bajas temperaturas o a la alteración de la composición de la atmósfera, por lo que el estudio 
individualizado de cada cultivar es transcendental para la optimización de su conservación postcosecha. A 
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diferencia de la uva Cardinal, Autumn Royal es un cultivar caracterizado por sus uvas tintas, apirenas, y de 
maduración tardía.  
En el presente trabajo se ha observado que la aplicación de un tratamiento con 20% de CO2 durante 
los 3 primeros días de conservación, así como la aplicación de un segundo tratamiento a los 13 días a 0 ºC, 
hasta el momento no analizado en uva de mesa, fueron efectivos en el mantenimiento de la calidad de uva 
de mesa cv. Autumn Royal. 
El aspecto del fruto es un factor altamente relevante para la comercialización del producto ya que se 
asocia con su nivel de maduración y frescura, por lo que determina su aceptación. El análisis cualitativo de 
los racimos indicó una mejora de la apariencia de aquellos tratados con CO2, que fue visualmente 
perceptible en primer lugar a través del estado del raquis. El oscurecimiento y marchitamiento del raquis 
influyen en la apariencia visual de los racimos y ambos parámetros pueden llegar a determinar el periodo 
máximo de conservación de la uva de mesa. Se planteó la hipótesis de que la reducción de la calidad del 
raquis durante la conservación en frío estuviera asociada con la pérdida de agua (Carvajal-Millán et al., 
2001) y los procesos de oxidación (Crisosto et al., 2001; Valverde et al., 2005a). Sin embargo, el deterioro 
del raquis se debe aparentemente a una combinación de circunstancias, especialmente considerando que, 
bajo condiciones de alta humedad relativa, la calidad del raquis varía durante periodos prolongados de 
conservación (Retamales et al., 2003; Valverde et al., 2005b). Además, Crisosto et al. (1994) discutieron la 
posibilidad de que otros factores, además de la pérdida de agua, estuvieran involucrados en el deterioro 
del raquis. La literatura existente relacionada con el efecto del CO2 sobre el estado del raquis alude a 
resultados contradictorios; mientras que Crisosto et al. (2002a,b) y Retamales et al. (2003) describen que la 
aplicación atmósferas controladas con altos niveles de CO2 (10-15%) acelera el pardeamiento del raquis 
en uvas de mesa cv. Red Globe y Thomson Seedless durante la conservación a bajas temperaturas. Sin 
embargo, Teles et al. (2014) no encontraron daño en el raquis tras el tratamiento de racimos del cultivar 
Flame Seedless con atmósferas enriquecidas con un 40% de CO2. Los resultados obtenidos en Autumn 
Royal en el presente trabajo concuerdan con los publicados anteriormente en el cultivar Cardinal, dónde 
no solo no se observó un efecto negativo del CO2, sino que además se registró un manifiesto descenso del 
pardeamiento del raquis en los racimos pretratados con un 20% de CO2. Además, el segundo tratamiento 
con CO2 mostró un efecto positivo acumulativo sobre la calidad del raquis, siendo los de los racimos 
doblemente tratados los que llegaron al final del periodo de conservación con una apariencia 
significativamente superior. En uva de mesa Cardinal, el retraso en el marchitamiento del raquis se asoció, 
entre otros factores, al papel del CO2 en el control de la acumulación de los transcritos de las enzimas 
polifenol oxidasa (GPO) y fenilalanina-amonio liasa (VcPAL) observada en el raquis de los racimos no 
tratados durante su conservación a bajas temperaturas (Rosales et al., 2013). Asimismo, se indicó que el 
tratamiento gaseoso evitó el incremento de la expresión de genes de la síntesis de etileno, 1-
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aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) sintasa (ACS) y ACC oxidasa (ACO), relacionados con el 
desarrollo del pardeamiento. Por otro lado, el incremento en el contenido en agua no congelable observado 
en los racimos de Cardinal tratados con CO2 a lo largo de su conservación a 0 ºC se asoció con un mayor 
contenido en agua total, en comparación con las muestras no tratadas (Goñi et al., 2011). 
El mantenimiento de la calidad del raquis en los racimos tratados también se reflejó en la integridad 
del pedicelo, ya que el número de granos caídos fue significativamente menor en los racimos expuestos a 
atmósferas enriquecidas con CO2, especialmente en frutos doblemente expuestos. La disminución de la 
fuerza del pedicelo se ha relacionado con una mayor acumulación de determinadas enzimas durante la 
abscisión. Normalmente, los primeros signos de separación celular ocurren en la zona rica en pectinas de 
la lámina media (González-Carranza et al., 1998) donde se produce el incremento de la actividad celulasa 
y poligalacturonasa, capaces de hidrolizar polisacáridos de la pared celular y de la lámina media, acelerando 
la caída del fruto (Bonghi et al., 1992; Hong et al., 2000). Es bien conocido que ambas enzimas están 
inducidas por etileno (Riov, 1974). En este sentido, Wu et al. (2008) proponen que el CO2 actúa como un 
inhibidor competitivo de la acción etileno en la abscisión, siendo capaz de bloquear, en parte, la capacidad 
del etileno para aumentar la actividad celulasa o poligalacturonasa. Por otro lado, en el presente trabajo, se 
ha evaluado la resistencia a la cizalladura del raquis, con el objetivo de establecer un patrón que 
correlacionara con los resultados de la evaluación cualitativa del mismo. Sin embargo, no se cuantificaron 
diferencias significativas entre las propiedades mecánicas del raquis de los racimos tratados y no tratados.  
El pretratamiento con altos niveles de CO2 no solo fue efectivo retrasando el marchitamiento del 
raquis, sino que, a nivel de la baya también se pudieron estimar mejoras en los parámetros de calidad 
durante la conservación derivadas del tratamiento gaseoso. En uva de mesa, los requisitos mínimos de 
madurez varían dependiendo del cultivar, el área de cultivo y de mercado. Según la normativa del CODEX 
(Codexstan255-2007) y de la Comisión Económica de las Naciones Unidas para Europa (UNECE 
Standard FFV-19, 2010) relativa a la madurez de la uva de mesa, las bayas deben estar suficientemente 
desarrolladas y mostrar un grado de madurez satisfactorio. Por lo tanto, los frutos contemplados en el 
presente trabajo se encuentran dentro de la normativa europea, ya que presentan una relación SSC/TA 
siempre superior a 20:1. En un trabajo previo del grupo de investigación en el que analizó la respuesta al 
pretratamiento con atmósferas conteniendo 20% de CO2 en uvas cv. Cardinal recolectadas a dos estadios 
distintos de maduración (cosecha temprana, índice de maduración: 12,45 ± 0,01; cosecha tardía, índice de 
maduración: 41,08 ± 0,30) se concluyó que el pretratamiento era efectivo en el control del ataque fúngico 
y en el mantenimiento de la calidad de los racimos independientemente de su estado de maduración, 
aunque las respuestas desencadenadas en el fruto fueran diferentes (Rosales et al., 2016).  
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Los resultados de este trabajo indican que se produjo un incremento del SSC en uva de mesa 
Autumn Royal a lo largo de su conservación a bajas temperaturas. Estos resultados son acordes a los 
publicados previamente para esta misma variedad (Valero et al., 2006), así como para otras variedades 
(Martínez‐Romero et al., 2003; Artés-Hernández et al., 2004). Sin embargo, la exposición de los racimos a 
uno o dos choques con atmósferas con un 20% de CO2 resultó eficiente en el mantenimiento de un valor 
de SSC similar al de frutos recién recolectados, por lo tanto, menor que el de los frutos no tratados. 
Martínez‐Romero et al. (2003) observaron en uva de mesa cv. Flame Seedless conservadas bajo condiciones 
de MAP (1600 ml O2 m
–2 d–1 atm–1y 3600 ml CO2 m
–2 d–1 atm–1) que los valores de SSC incrementaron en 
1 ºBrix tras 4 días de conservación a 1 ºC, mientras que los frutos no envasados y conservados a la misma 
temperatura durante el mismo periodo de tiempo incrementaron en 2,5 ºBrix. Por otro lado, Artés-
Hernández et al. (2004) describieron que uva de mesa Autumn Seedless conservadas 60 días a bajas 
temperaturas aumentaron su SSC en 2,76 ºBrix, mientras que aquellas que fueron conservados en CA (5 
kPa O2+15 kPa CO2) llegaron a reducir sus niveles de SSC hasta en 1,2 ºBrix frente a los frutos recién 
recolectados. 
Por otro lado, el grado de AT de los frutos de Autumn Royal se mantuvo constante, 
independientemente de la composición de la atmósfera durante su conservación a bajas temperaturas. 
Estos resultados están enfrentados a los publicados por Valero et al. (2006) en la misma variedad, donde 
el porcentaje en ácido tartárico bajó de 0,48 a 0,28 en 46 días de conservación en frío; sin embargo, 
concuerdan con los descritos en otras variedades donde el contenido en AT se mantuvo estable tanto 
durante la conservación a bajas temperaturas como por la aplicación de tecnologías postcosecha en las que 
estaban implicadas altas concentraciones de CO2 (Martínez‐Romero et al., 2003; Artés-Hernández et al., 
2004). A pesar de que no se observaron diferencias en el porcentaje de AT, los frutos tratados con altos 
niveles de CO2 sí mostraron un menor índice de madurez (SSC/AT) al final del periodo de conservación 
en frío, especialmente aquellos que fueron doblemente tratados. Este descenso en el índice de madurez de 
las uvas Autumn Royal sometidas a tratamientos con altas concentraciones de CO2, concuerda con 
resultados previamente descritos en uvas de mesa de distintos cultivares tales como Kyoho (Deng et al., 
2006), Cardinal (Sanchez-Ballesta et al., 2006) y Thompson Seedless (Ahumada et al., 1996).  
Por otro lado, el análisis de los parámetros fisiológicos de uva de mesa Autumn Royal al final del 
periodo de conservación reveló que se produjo un cambio de pH en los frutos dependiente de CO2, 
registrándose una acidificación de las uvas de los racimos tratados frente a los frutos no tratados, que fue 
especialmente patente en los frutos sometidos a una doble exposición a altos niveles de CO2. Por otro 
lado, se sabe que la acidificación citoplasmática es fundamental en la transducción de la señal de la 
respuesta defensiva, ya que es un paso previo a la generación de ROS y metabolitos secundarios (Sakano, 
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2001; Zhao et al., 2005). Este hecho podría ir ligado al descenso del índice de podredumbre, principalmente 
atribuida a la infección por B. cinerea, detectada en los frutos tratados con CO2 y que fue especialmente 
relevante en frutos doblemente tratados. El efecto fungistático del CO2 ha sido ampliamente descrito tanto 
en invasiones naturales del hongo (Retamales et al., 2003; Romero et al., 2006) como en infecciones de 
Botrytis inoculadas artificialmente (Teles et al., 2014; Palou et al., 2016). Nuestros resultados refuerzan la 
teoría de que el CO2 ejerce un importante efecto en el control fúngico, ya que tuvo lugar un descenso 
significativo en el índice de podredumbre de los frutos tratados con CO2, que fue especialmente patente 
cuando los racimos fueron transferidos 20 ºC, simulando el periodo de vida útil. 
Las bajas temperaturas de conservación están íntimamente ligadas a elevadas tasas de 
deshidratación de los frutos, debido principalmente a la transpiración. En el presente estudio se detectó 
una reducción del contenido hídrico de las bayas de Autumn Royal durante la conservación en frío, que 
fue prácticamente revertida en los frutos tratados con CO2, con especial incidencia en los frutos 
doblemente tratados y que tuvieron una importante repercusión en la pérdida de peso del racimo durante 
la conservación en frío (Tabla 4). En estudios anteriores, en los que el efecto del CO2 también previno 
la pérdida de agua, se ha descrito que el estatus hídrico de las células del mesocarpio de uva Cardinal, está 
relacionado con cambios en la biodisponibilidad del agua durante la conservación a bajas temperaturas 
con altos niveles de CO2 (Goñi et al., 2011). En contraposición al agua libre, el agua ligada interacciona 
mediante puentes de hidrógeno con solutos, macromoléculas y estructuras celulares, lo que reduce su 
movilidad y limita sus propiedades como solvente. Este tipo de agua se presenta en la bibliografía como 
agua osmóticamente inactiva o agua no congelable (Wang y Kolbe, 1991; Wolfe et al., 2002). Este último 
término se fundamenta en una de sus características más conocidas, que es su permanencia en estado 
líquido a temperaturas por debajo de la temperatura de congelación en equilibrio con el agua libre. Goñi 
et al. (2011) mostraron mayores niveles de agua no congelable en los tejidos de racimos del cultivar  
Cardinal tratados con alto CO2 que en los mantenidos en aire, llegando a duplicar de forma puntual los 
niveles descritos en los frutos recién recolectados. En fresas se observó que el tratamiento con 20% de 
CO2 condujo a un aumento de la retención de agua celular asociado a una acumulación de osmolitos, 
algunos de los cuales ejercían protección celular y regulaban la homeostasis de iones, además de mediar 
ajustes osmóticos (Blanch et al., 2015). En relación con las modificaciones sobre el estado del agua, 
Vertucci y Stushnuff (1992) indicaron que la aclimatación al frío de brotes vegetativos de manzana 
implicaba un incremento en los niveles de agua no ligada. Wolfe et al. (2002) atribuyeron los cambios en 
el contenido de agua libre a la capacidad de hidratación de las membranas, macromoléculas y otros 
componentes hidrófilos de la célula. 
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2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS CON ALTAS CONCENTRACIONES DE 
CO2 EN LA PRESERVACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE LAS ESTRUCTURAS 
TISULARES Y LOS ORGÁNULOS CELULARES DE UVAS DE MESA cv. 
AUTUMN ROYAL CONSERVADAS EN FRÍO 
En la actualidad, los procesos que causan el marchitamiento o arrugamiento de las bayas durante 
su vida postcosecha no están firmemente establecidos. Estudios integradores sobre la sintomatología, la 
morfoanatomía y la composición de la baya en los procesos de marchitamiento sugieren que, 
independientemente de la causa del ablandamiento de la uva, el arrugamiento del pericarpio ocurre después 
de la muerte de las células parenquimáticas del mesocarpio (Krasnow et al., 2009; Bondada y Keller, 2012), 
a su vez causada por la pérdida de la integridad de las membranas celulares (relacionada tanto con la 
peroxidación de las membranas como con el agotamiento de la energía). Esto explica la aparición del sabor 
desagradable de las bayas marchitas (Bondada et al., 2009; Hall et al., 2011) ya que el desarrollo de 
compuestos no deseados de sabor y aroma no ocurre hasta que se ha producido la pérdida de la integridad 
de la membrana y de la compartimentación celular (Gonzalez et al., 2010). 
Aunque aparentemente las uvas no mostraron síntomas de marchitamiento al final del periodo de 
conservación en frío, es fundamental el estudio comparativo de la morfoanatomía de las uvas sometidas a 
los diferentes tratamientos a lo largo de la conservación, que permita lograr un mejor entendimiento de 
cómo el CO2 desvía el curso normal de los eventos en esta etapa del desarrollo a nivel estructural. La 
presencia de un mesocarpio presurizado hidrostáticamente es crucial para la calidad óptima de la uva. 
Fuentes et al. (2010) observaron una relación lineal entre la vitalidad del mesocarpio y el grado de 
arrugamiento tardío en la maduración de las bayas de 22 cultivares diferentes, lo que apoya la premisa de 
que existe un vínculo mecánico entre la vitalidad tisular y las relaciones hídricas de la baya (Keller et al., 
2006; Tilbrook y Tyerman, 2008). Igualmente, el descenso de la firmeza de cerezas (Tian et al., 2001) y 
zanahorias (Amanatidou et al., 2000) conservadas en aire se atribuyó a la alta pérdida de agua en detrimento 
de turgencia celular. Deng et al. (2006) describen una disminución de la firmeza de las uvas durante la 
conservación a bajas temperaturas, que no se desarrolla en frutos tratados con atmósferas con altas 
concentraciones de CO2. Así, atribuyen este resultado al hecho de que los tratamientos con elevadas 
concentraciones de CO2 pueden inhibir la producción de etileno y la actividad enzimática en la pared 
celular, retrasando la conversión de protopectina en pectina y, por tanto, la senescencia de los frutos. Sin 
embargo, el análisis histológico de tejidos de uva Autumn Royal mostró un mesocarpio parenquimatoso 
cuyas células mantuvieron la uniformidad y una óptima turgencia tras 41 días de conservación en frío, 
tanto en frutos tratados como no tratados (Figura 5). Los resultados del mantenimiento de la estructura 
del mesocarpio se reflejan en los resultados obtenidos tras estudios de compresión de los frutos, donde 
no se encontraron diferencias significativas entre los frutos recién recolectados y aquellos evaluados tras 
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41 días de conservación en frío, independientemente del su exposición o no a CO2. Estos resultados 
contrastan con los descritos por Valero et al. (2006) para esta misma variedad, dónde sí se registró un 
descenso de la firmeza de la uva tras 56 días de conservación en frío, aunque esta discrepancia en los 
resultados podría deberse al diferente índice de madurez de los frutos en el momento de la recolección 
(38,48 frente a 27,87 en el presente trabajo). 
Teniendo en cuenta la importancia de la piel como barrera externa en el control de la velocidad de 
pérdida de agua en el fruto, el estudio de su estructura celular fue relevante en la evaluación global de la 
calidad de los racimos durante su conservación. El análisis de la histología del exocarpio, a diferencia del 
mesocarpio, sí mostró alteraciones dependientes de la conservación en frío y de las altas concentraciones 
de CO2 (Figura 5). Los cambios estructurales encontrados en el exocarpio de los frutos a los 41 días de 
conservación a 0 ºC corresponden a una pérdida de resistencia en la pared celular, que cede a la presión 
osmótica de las células colenquimáticas subepidérmicas alterando su estructura celular rectangular y 
aplastada y adquiriendo una forma redondeada e hinchada, similar a la de las células del mesocarpio, 
posiblemente producida por solubilización y despolimerización de las pectinas, asociadas a la disolución 
de la lámina media y la menor adhesión intercelular (Brummell, 2006). El tratamiento con CO2, en cambio, 
repercutió en un fortalecimiento de las paredes celulares, presumiblemente por la acumulación de pectinas, 
el principal componente de la lámina media y de la pared celular primaria en frutos, que están implicadas 
en la regulación de la adhesión celular y la rigidez de los tejidos (Cabanne y Doneche, 2001). Además, el 
segundo choque con CO2 mostró un efecto positivo acumulativo sobre el engrosamiento de las pareces 
celulares del exocarpio del fruto. La conservación de los frutos a bajas temperaturas permitió observar la 
pérdida de adhesión intercelular a través de la lámina media en frutos no tratados al final de la 
conservación. Los niveles y la modificación química de las pectinas de la lámina media son clave para la 
regulación de la adhesión intercelular, afectando su capacidad para gelificar y actuar como pegamento entre 
las células. Los homogalacturonanos de la pectina desesterificados son fácilmente reticulados por el calcio, 
conduciendo a un material más rígido y alterando las propiedades mecánicas de la pared celular (Micheli, 
2001; Peaucelle et al., 2011; Braybrook et al., 2012). La actividad de una proteína modificadora de la pared, 
la pectina metilesterasa (PME), elimina los grupos metilo de homogalacturonanos. En un estudio llevado 
a cabo en uvas cv. Shiraz se observó que, la acumulación de transcritos de una PME disminuía en los 
tejidos de uva a medida que aumentaba su contenido en sólidos solubles (Nunan et al., 2001) durante el 
desarrollo. La modulación de la actividad de la PME mediada por el SSC, por tanto, podría contribuir a la 
compactación del exocarpio de uva Autumn Royal durante la conservación. Este hecho podría estar a su 
vez asociado al menor índice de madurez mostrado por los frutos tratados, retrasando la despolimerización 
de los polisacáridos pécticos o el descenso de pectinas de alto grado de metoxilación, asociados a los 
procesos senescentes en estos frutos (Deytieux-Belleau et al., 2008). De esta forma otorgarían una mayor 
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resistencia estructural y mecánica a la célula, manteniendo su morfología, su resistencia a la presión de 
turgencia interna y protección contra el ataque de patógenos. Además, contribuirían al mantenimiento del 
grado de hidratación celular por el carácter hidrofílico de estos polímeros. En consecuencia, las 
alteraciones en la arquitectura de la piel serían indudablemente importantes en la respuesta de punción de 
bayas de uva tratadas. Sin embargo, el análisis estadístico de los resultados de punción de uva no reveló 
diferencias significativas en el comportamiento mecánico de la piel entre frutos tratados y no tratados, por 
lo que, aparentemente, las alteraciones estructurales observadas después de los tratamientos no fueron 
suficientes para ser detectadas en las pruebas de punción de las bayas. Fava et al. (2011) llegó a una 
conclusión similar a partir de un estudio en el que la exposición de uvas a peróxido de hidrógeno, 
irradiación UV-C y ultrasonidos causó importantes cambios estructurales a niveles macro, micro y nano 
en el exocarpio de uva, pero que no tuvieron repercusión en las características mecánicas del fruto. Por 
otro lado, este endurecimiento de las capas externas de la baya podría estar implicado en el control de la 
evaporación del agua y, fundamentalmente, en la menor incidencia del ataque fúngico. Es importante 
señalar que la penetración de algunos hongos como B. cinerea en la baya se produce a través del exocarpio 
(Pezet et al., 2004; Elad y Stewart, 2007).  
Las características moleculares, microscópicas y macroscópicas de los tejidos son, generalmente, 
paralelas a sus propiedades funcionales (Sila et al., 2008) ya que están directamente asociadas con la salud 
y la integridad de los orgánulos celulares. En este trabajo se ha observado una importante degradación del 
núcleo celular en frutos no tratados al final de la conservación a 0 ºC, previamente descritos en tejidos de 
Saintpaulia ionantha, Triticum aestivum y V. radiata expuestos a bajas temperaturas (Gazeau, 1985; Ishikawa, 
1996; Yun et al., 1996). Sin embargo, el tratamiento con CO2 previno la condensación de la cromatina, 
magnificándose dicho efecto en los frutos que fueron doblemente tratados (Figura 6). La conservación 
de la estructura y la funcionalidad nuclear es vital para el fruto, ya que, la alteración de los procesos 
transcripcionales del núcleo celular afecta al completo de la célula. A pesar del alto grado de condensación 
de la cromatina en frutos no tratados, es interesante apuntar que la maquinaria transcriptómica siguió 
activa, ya que se observó la transcripción de numerosos genes al final del periodo de conservación en 
frutos no tratados. 
Por otro lado, cabe destacar que, ni la doble membrana nuclear ni la membrana plasmática 
presentaron alteraciones mecánicas o disrupciones, a pesar de que es, junto con la degradación de 
cloroplastos y mitocondrias, uno de los efectos más ampliamente descritos de la exposición a bajas 
temperaturas. Se trata de un hecho reseñable y que puede atribuirse a que este fruto sea tolerante a las 
bajas temperaturas, pues la aparición de alteraciones en la estabilidad de las biomembranas durante la 
conservación es uno de los primeros eventos descritos en los daños por frío (Lyons, 1973; Wolfe, 1978; 
Raison y Orr, 1990). 
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El análisis ultraestructural de pericarpio de Autumn Royal, sí permitió identificar alteraciones en 
los cloroplastos y las mitocondrias asociadas con el estrés por bajas temperaturas, así los cloroplastos se 
redondearon, perdiendo su forma elíptica, y su grana apareció seriamente desorganizada, con ruptura total 
o parcial de los tilacoides; en las mitocondrias se observó la pérdida de la organización de las crestas y del 
espacio matriz, así como un incremento en la afinidad por osmio de la membrana externa. Efectos similares 
han sido descritos en membranas de tejidos de césped causados por el incremento en la peroxidación 
lipídica inducida por altas temperaturas (Xu et al., 2006). En el presente trabajo se puede observar un efecto 
paliativo del deterioro de las membranas de los cloroplastos y las mitocondrias cuando los frutos son 
sometidos a tratamientos con altos niveles de CO2, preservándose tanto el sistema lamelar como las crestas 
mitocondriales, respectivamente (Figura 6). El mantenimiento de la integridad de las membranas puede 
ser un reflejo de la menor tasa de producción de ROS en células mediadas por altos niveles CO2. En este 
sentido se ha observado que tejidos fotosintéticos de frutos tratados con alto CO2 mantienen su 
maquinaria fotosintética, al evitar la degradación de clorofilas totales y la pérdida de proteínas solubles del 
cloroplasto (Merodio et al., 1998). 
3. ANÁLISIS E IDENTIFICACIÓN DE MARCADORES RELACIONADOS CON 
EL ESTADO OXIDATIVO E HÍDRICO INDUCIDO POR LAS BAJAS 
TEMPERATURAS. EFECTO DE LA APLICACIÓN DE TRATAMIENTOS CON 
ALTOS NIVELES DE CO2 
El estrés causado por las bajas temperaturas aumenta los niveles de especies reactivas del oxígeno 
(revisado por Sevillano et al., 2009) que, si no se contrarrestan, pueden conducir a la inducción de procesos 
oxidativos como la desintegración de las membranas celulares a través de la peroxidación lipídica (Mittler, 
2002). No obstante, no está demostrado si los cambios en la generación de ROS a bajas temperaturas están 
directamente implicados en la activación de las respuestas de defensa de las plantas o si son una mera 
consecuencia del estrés oxidativo que ocurre en las células dañadas. Por tanto, el balance entre la formación 
y detoxificación de especies reactivas de oxígeno es crítico para la supervivencia de la célula (Mittler, 2002; 
Blokhina et al., 2003; Jaspers y Kangasjärvi, 2010). En el presente estudio, el análisis de contenido de MDA, 
un producto de peroxidación de ácidos grasos insaturados de los fosfolípidos responsable del daño en la 
membrana celular (Gutteridge y Halliwell, 1990; Sairam y Srivastava, 2002), registró niveles de 
peroxidación lipídica y de H2O2 que fueron aumentando durante la conservación en frío, pero que fueron 
fuertemente controlados por el tratamiento con CO2 (Figura 7 y Figura 8). Además, la doble exposición 
a atmósferas con altas concentraciones de CO2 resultó ser incluso más eficaz en el control de la 
peroxidación lipídica de las membranas y del daño oxidativo. Estas modificaciones son especialmente 
evidentes en cloroplastos y mitocondrias, ya que es durante la fotorespiración, la fotosíntesis y la 
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respiración mitocondrial cuando se produce un mayor desequilibrio de ROS mientras las plantas están 
expuestas a situaciones de estrés. Además, se ha descrito que durante el daño por frío se produce un 
aumento en la actividad lipoxigenasa (Lee y Lee, 2000), enzima clave en el desarrollo de la peroxidación 
lipídica, que provoca una disminución del grado de insaturación de los ácidos grasos y por lo tanto en la 
fluidez de la membrana. El aumento de la rigidez de la membrana lleva asociado trastornos funcionales de 
las proteínas membranales y, finalmente, a su propia fragmentación (Lyons, 1973). Por otro lado, se ha 
descrito que el tratamiento con altos niveles de CO2 mitigó el efecto de las altas temperaturas en Coffea 
arábiga y Coffea canephora a través del incremento de actividad de distintas enzimas antioxidantes (Martins et 
al. 2016). En el caso de uva de mesa, se ha sugerido que la APX podría participar en la eliminación de 
H2O2 inducido por las bajas temperaturas, y que el pretratamiento gaseoso de 3 días con CO2 podría 
mitigarlo (Romero et al., 2008). En esta línea, mientras que la aplicación de un 20% de CO2 durante 3 días 
limitó la acumulación de PAL, antocianos y fenoles totales detectados en los frutos no tratados, la actividad 
antioxidante de estas uvas tratadas incrementó significativamente (Romero et al., 2009). 
Una de las adaptaciones descritas en las plantas para contrarrestar la deshidratación celular causada 
por diferentes situaciones de estrés, como bajas temperaturas, es la producción de solutos compatibles, 
tales como betaínas, aminoácidos como prolina o azúcares no reductores como trehalosa (Moore et al., 
2009), que actúan como osmoprotectores. Sin embargo, la función de estos solutos compatibles no se 
limita solamente al ajuste osmótico, habiéndose descrito su implicación en la protección de 
macromoléculas y membranas, ya sea estabilizando su estructura o interactuando con la bicapa lipídica, o 
secuestrando especies reactivas de oxígeno producidas en respuesta a diferentes situaciones de estrés 
ambiental, actuando como crioprotectores (Bhandari y Nayyar, 2014; Chen y Murata, 2002). La respuesta 
metabólica en términos de reactividad a estímulos externos es diferente entre los diferentes tejidos, como 
observaron Becatti et al. (2010) en uvas cv. Trebbiano, donde la exposición durante tres días a 20 kPa de 
CO2 a 20 ºC activó la expresión diferencial de 217 genes en la piel a diferencia de los 75 observados en la 
pulpa. En este sentido, hemos analizado el contenido de diferentes osmolitos crioprotectores en la piel y 
pulpa por separado. Nuestros resultados mostraron que, aunque en la piel y en la pulpa se registraron 
incrementos similares en las concentraciones de osmolitos crioprotectores de naturaleza nitrogenada, sí 
que variaron las concentraciones netas registradas en cada uno de los tejidos. Tras la exposición a 
tratamientos cortos con altos niveles de CO2, hubo diferencias significativas en el perfil de acumulación 
de trehalosa entre los tejidos de la baya, siendo en la piel donde se puso de manifiesto la regulación 
diferencial en su síntesis por efecto de las bajas temperaturas y altas concentraciones de CO2 (Figura 9). 
Estos resultados están en consonancia con los descritos por Grimplet et al. (2009), quienes pusieron de 
manifiesto la síntesis preferencial del disacárido trehalosa en la piel de uva cv. Cabernet Sauvignon. 
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En muchos organismos, la trehalosa participa en la respuesta al estrés, y si bien su función precisa 
aún no está clara, distintos trabajos indican que este disacárido desempeña un papel protector importante 
durante el estrés abiótico (Delorge et al., 2014; John et al., 2017). Se ha descrito que en levadura, la trehalosa 
interviene en la tolerancia al estrés osmótico (Hounsa et al., 1998), así como en la tolerancia al calor y la 
desecación (revisado por John et al., 2017). Suárez et al. (2009) demostraron que plantas de alfalfa (Medicago 
sativa L. cv. Regen SY27x) transgénicas que sobreexpresaban la enzima trehalosa-6-fosfato sintasa, 
incrementaron su resistencia a múltiples estreses abióticos, como sequía por deprivación de agua o 
salinidad y bajas temperaturas (-15 ºC durante 6 h). Además, un mutante dulce de A. thaliana que mostró 
una cantidad anormalmente alta de trehalosa (Veyres et al., 2008) exhibió una mayor expresión constitutiva 
de los genes implicados en la respuesta al estrés abiótico. El papel protector de la trehalosa también podría 
ser explicado por la conservación de las bombas de iones, ayudando a la extrusión de sodio desde el 
cloroplasto. La trehalosa también tiene una función importante en la preservación de la integridad de la 
bicapa lipídica y el funcionamiento de enzimas bajo condiciones de estrés (Garcia et al., 1997). La trehalosa, 
debido a sus propiedades fisicoquímicas, presenta una alta efectividad en la protección de membranas y 
biomoléculas frente a la deshidratación o bajas temperaturas, reemplazando el agua celular al establecer 
enlaces de hidrógeno con membranas o por su capacidad de modificar la capa de solvatación de las 
proteínas (Fernandez et al., 2010). En este sentido, Navarro et al. (2015) describieron un aumento en los 
niveles del osmolito trehalosa activado por CO2 en la piel de uva Cardinal, que coincide con los resultados 
observados en la piel de Autumn Royal en el presente trabajo. El aumento de la biosíntesis de trehalosa 
en la primera etapa de conservación a bajas temperaturas podría estar implicado funcionalmente en el 
mecanismo protector activado por altos niveles de CO2, evitando la pérdida de agua y el daño estructural 
causados por la conservación a temperaturas bajas en condiciones atmosféricas. 
La concentración de GB se incrementa en los tejidos vegetales en respuesta a diferentes estreses 
abióticos, aumentando su tolerancia (revisado por Krasensky y Jonak, 2012). Nuestros resultados reflejan 
una estimulación de la acumulación de GB en respuesta a bajas temperaturas y altas concentraciones de 
CO2 en la piel al inicio de la conservación, siendo en la pulpa donde el segundo tratamiento fue efectivo 
(Figura 9). A pesar de que la GB se ha descrito como el osmoprotector más eficiente en células (Ashraf 
y Foolad, 2007; Lai et al., 2014) su efecto en uva de mesa también podría estar relacionada con la 
estabilización de membranas y la detoxificación de ROS durante la conservación a bajas temperaturas. 
Existen investigaciones que sugieren que GB incrementa la descomposición de H2O2 o mantiene un nivel 
relativamente bajo de anión superóxido (O2
•-) debido al incremento en la actividad de la CAT y SOD, 
respectivamente, estabilizando así la integridad de la membrana frente a temperaturas extremas por 
reducción del grado de peroxidación lipídica, fundamentalmente en orgánulos como la mitocondria o el 
cloroplasto (Chen et al., 2000; Li et al., 2014), donde es sintetizada. En plantas de tomate sometidas a bajas 
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temperaturas se indicó que la GB podría tener un papel en la inducción de la expresión de la enzima ácido 
graso desaturasa y de una lipooxigenasa implicada en la síntesis de ácido jasmónico, que le proporcionarían 
protección contra el estrés por frío y que este proceso podría estar relacionado o bien con la de 
desaturación de lípidos, conduciendo a un incremento en la estabilidad de las membranas, o bien con 
inducción de otros genes relacionados con la defensa contra el estrés (Karabudak et al., 2014).  
Por su parte, la prolina juega un papel importante como osmolito para el ajuste osmótico, 
contribuyendo también a la estabilización de estructuras subcelulares, como  membranas y proteínas, 
secuestrando radicales libres y amortiguando el potencial redox celular bajo condiciones de estrés (Ashraf 
y Foolad, 2007). Dada su localización en el citoplasma de las células en situaciones de estrés, es importante 
señalar que el aumento de prolina observado en el presente estudio en uva Autumn Royal fue más 
significativo en la pulpa que en la piel, donde podría contribuir más eficazmente al control osmótico 
(Figura 9). Aunque haya sido descrita que la acumulación de GB podría reprimir la formación de un pool 
de prolina en Bacillus subtilis (Hoffmann et al., 2013), no parece que esta correlación negativa se esté 
produciendo en uva de mesa durante su conservación a bajas temperaturas, puesto que ambos osmolitos 
muestran un perfil de acumulación muy similar, sugiriendo su respuesta y su acción conjunta frente a los 
eventos que tienen lugar en el fruto durante su conservación en frío y su exposición a CO2. 
Por otro lado, numerosos estudios demuestran que GABA se acumula rápidamente en diferentes 
tejidos en respuesta a distintos estreses abióticos (Kinnersley y Turano, 2000). Esta respuesta en la 
producción de GABA por parte del organismo podría estar relacionada con la función osmoprotectora y 
de defensa frente al daño oxidativo de las membranas celulares. La idea de que GABA tiene función 
antioxidante queda reforzada por su localización subcelular. La expresión transitoria de ácido γ-
aminobutírico transaminasa (implicada en la catálisis de GABA) de Oryza sativa, Solanum lycopersicum y Malus 
× domestica en cultivos en suspensión de células de tabaco reveló que GABA-T se localizaba en 
mitocondrias y plastidios, lo cual permite extrapolar la localización subcelular de GABA (Clark et al., 2009; 
Shimajiri et al., 2013; Trobacher et al., 2013). Otros estudios in vitro, muestran que GABA estabiliza y 
protege a tilacoides aislados frente al daño por congelación en presencia de sal, superando las propiedades 
crioprotectoras de la prolina, y además posee una capacidad secuestradora de radicales hidroxilo superior 
a la de la prolina y la GB a las mismas concentraciones (Heber et al., 1971). Nuestros resultados muestran 
que el contenido de GABA fue marcadamente inducido en piel y en pulpa tras la exposición de los frutos 
a altas concentraciones de CO2 a bajas temperaturas. Los niveles del osmolito, si bien continuaron 
aumentando hasta el final del periodo de conservación (fundamentalmente en la piel) no mostraron 
incrementos tan acusados como el que se registra inmediatamente después del tratamiento con CO2 
(Figura 9). El aumento en la concentración de GABA en respuesta a las altas concentraciones CO2 
observado en este trabajo había sido previamente demostrado en otros frutos como chirimoya (Merodio 
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et al., 1998), tomate (Makino et al., 2008; Mae et al., 2010) y fresa (Deewatthanawong et al., 2010), donde se 
relacionó la reducción de las lesiones causadas por las bajas temperaturas con el incremento de la 
acumulación de GABA endógeno.  
Así como el aumento de la concentración de determinados osmolitos orgánicos debido a las altas 
concentraciones había sido referido previamente en la literatura, el efecto de un segundo tratamiento con 
CO2 no había sido descrito. Los resultados obtenidos tras la aplicación del doble tratamiento con CO2 
están en consonancia con los discutidos previamente, ya que el aumento de los osmolitos orgánicos 
compatibles ayudarían a mantener la turgencia de la célula y reducir la presencia de radicales libres, de 
manera que el nivel de peroxidación lipídica fuera menor, con la consecuente mejora de la integridad de 
las membranas de los orgánulos celulares (cloroplastos, mitocondrias y núcleo), lo que conduce tanto al 
mantenimiento del estado energético de la célula como a la efectividad en la transcripción de genes que 
podrían participar en la defensa contra las bajas temperaturas. 
 
4. IMPLICACIÓN DE LAS DEHIDRINAS EN LA TOLERANCIA LAS BAJAS 
TEMPERATURAS ACTIVADA POR EL TRATAMIENTO CON ALTOS 
NIVELES DE CO2 EN UVA DE MESA cv. AUTUMN ROYAL 
Además de la contribución de osmolitos orgánicos de diferente naturaleza a la adquisición de una 
mayor tolerancia a las bajas temperaturas, otra de las respuestas de tolerancia de las plantas frente a 
condiciones de estrés ambiental es la expresión de proteínas funcionales que protegen activamente frente 
a la condición adversa. Entre estas proteínas y dentro de las respuestas cruzadas frente a diferentes estrés 
abióticos, se hallan las dehidrinas, grupo II dentro de la familia de proteínas LEA, proteínas cuyos genes 
están regulados por bajas temperaturas e implicadas en condiciones de estrés que producen deshidratación 
celular (Close, 1997). Estas proteínas por su alto índice de hidrofilicidad y abundantes regiones 
intrínsecamente desordenadas dentro de su estructura secundaria, poseen una elevada flexibilidad 
estructural, lo que les permite adoptar estructuras diferentes y, por tanto, reconocer ligandos diversos, 
conservando la especificidad en el reconocimiento de los mismos. Así, pueden unirse a moléculas de agua 
y a componentes celulares tales como proteínas, membranas y ácidos nucleicos, protegiendo la 
funcionalidad celular, a través de la protección estructural de estas macromoléculas y la permeabilidad de 
las membranas. Por lo expuesto hasta el momento, y dado que los tratamientos gaseosos mantienen la 
homeostasis celular en uva de mesa Autumn Royal durante la conservación a 0 ºC, evitando los daños 
estructurales, así como manteniendo el estado hídrico y reduciendo el daño oxidativo, se evaluó la 
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implicación de estas biomoléculas protectoras multifuncionales en el mecanismo de tolerancia frente a las 
bajas temperaturas activado por altas concentraciones de CO2. 
La localización del conjunto de estas proteínas en las células de Vitis es fundamental para entender 
los mecanismos mediante los cuales las dehidrinas ejercen su función durante la conservación a bajas 
temperaturas. Los resultados de la localización subcelular, utilizando un anticuerpo específico frente al 
segmento K conservado en dehidrinas, si bien no permitió diferenciar entre isoformas a nivel histológico, 
revelaron que dichas proteínas están localizadas en varios compartimentos celulares, incluyendo el 
citoplasma, núcleo, membrana plasmática, las mitocondrias y los cloroplastos. Estos resultados 
permitieron observar que las dehidrinas se encontraban fundamentalmente asociadas a membranas, 
abarcando tanto la membrana plasmática y la membrana nuclear, como las membranas de los orgánulos 
energéticos. De hecho, se ha sugerido que la capacidad de las dehidrinas para disminuir la temperatura de 
la fase de transición de los lípidos reside un su capacidad de unión a la periferia de las membranas, 
posiblemente a través de la introducción en ellas de las cadenas laterales de las lisinas del segmento K, al 
mismo tiempo que, dado su alto nivel de hidrofilicidad, aseguran la disponibilidad de moléculas de agua 
para la hidratación de las cabezas polares de los fosfolípidos (Clarke et al., 2015). Además, las secuencias 
conservadas de dehidrinas presentan un dominio anfipático α-hélice con potencial tanto de unión al agua 
como de interacción hidrofóbica (Dure 1993). De hecho, la acumulación de una dehidrina ácida en las 
proximidades de la membrana plasmática fue descrita durante la aclimatación del trigo a bajas temperaturas 
(Danyluk et al., 1998), así como la presencia constitutiva de esta familia de proteínas en mitocondrias de 
semillas de trigo, centeno y maíz (Borovskii et al., 2002). Nuestros resultados mostraron, además, que la 
localización de dehidrinas en cloroplastos no quedaba restringida únicamente a su asociación con las 
membranas de los tilacoides, sino que también estaba presente en el estroma (Figura 10). Resultados 
similares se observaron en Pissum sativum y Zea mays tras ensayos de fraccionamiento del cloroplasto y 
visualización por inmunomicroscopía (Mueller et al., 2003).  
La localización nuclear de dehidrinas fue especialmente abundante, encontrándose distribuida 
tanto en el nucléolo como en el nucleoplasma. Estudios previos, atribuyeron la localización nuclear de 
dehidrinas a la fosforilación del segmento S (Goday et al., 1994, Jensen et al., 1998) por la proteína quinasa 
CK2, al menos en dehidrinas del subgrupo YSK2 tales como DHN1. Sin embargo, la presencia del 
segmento S no se trata de una condición excluyente, puesto que proteínas de tipo dehidrina carentes de 
dicho segmento también han sido localizadas en núcleo (Houde et al., 1995). Por otro lado, la presencia de 
este segmento no determina necesariamente la localización nuclear de la proteína, ya que se ha descrito la 
presencia de DHN1 fosforilada en el citoplasma de la célula (Goday et al., 1994). Además de la DHN1, la 
DHN24 (tipo SK3) de Solanum sogarandinum carente de la señal de localización nuclear, también fue 
detectada en el citoplasma (Rorat, 2006). Ha sido descrito en células de Betula pubescens que durante la 
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aclimatación al frío, miembros de la familia de las dehidrinas pasan de acumularse únicamente en el 
citoplasma a acumularse también en el núcleo (Rinne et al., 1999). Por último, en contra de las 
observaciones de Heyen et al. (2002) en Apium graveolens, y en consonancia con las investigaciones de 
Puhakainen et al. (2004), no se encontraron dehidrinas localizadas en el interior de las vacuolas. 
En estudios previos se ha demostrado la expresión diferencial de genes que codifican dehidrinas 
en los distintos tejidos de plántulas de Vitis (Xiao y Nassuth, 2006), sin embargo, la información sobre su 
perfil de expresión génica y de acumulación proteica en los racimos durante la conservación postcosecha 
es limitada. Anteriormente, se había descrito el efecto de las elevadas concentraciones de CO2 y las bajas 
temperaturas sobre la modulación de la tasa transcripcional de genes y del patrón de acumulación de 
dehidrinas en la piel de uva cv. Cardinal durante la conservación postcosecha (Navarro et al., 2015). En la 
presente memoria, se ha profundizado en el estudio de dichas isoformas tanto en tejidos de los frutos, piel 
y pulpa, como en el raquis de racimos cv. Autumn Royal que, a diferencia de Cardinal, es de maduración 
tardía y apirena. Además, se ha evaluado el efecto de una segunda exposición de los racimos a atmósferas 
con altas concentraciones de CO2. 
El estudio de proteínas reconocidas por un anticuerpo específico contra el segmento K reveló que 
en los tejidos del racimo de uvas de mesa Autumn Royal recién recolectados contenían hasta cuatro 
isoformas con masa molecular aparente que oscilaba entre 17 y 44 kDa. Mientras que en la piel y en el 
raquis son cuatro los polipéptidos inmunodetectados, con masas moleculares de 17, 22, 27 y 44 kDa, en 
la pulpa sólo se detectaron los dos de mayor masa molecular. En V. vinifera se han identificado cinco genes 
dehidrina: VviDHN1a, VviDHN1b, VviDHN2, VviDHN3 y VviDHN4 que codifican proteínas con una 
masa molecular calculada de 13,9, 13,2, 23,5, 18,9 y 20,1 kDa, respectivamente (Xiao y Nassuth, 2006; 
Yang et al., 2012). Los polipéptidos DHN17, DHN22 y DHN27 inmunodetectados en este estudio 
corresponderían a las proteínas codificadas por los genes DHN1a, DHN4 y DHN2 de V. vinifera (Tabla 
5), respectivamente, teniendo en cuenta que en geles SDS-PAGE estas proteínas, por sus características 
estructurales, migran con una masa molecular de 3-5 kDa superior a la estimada a partir de su secuencia 
polipeptídica y que no se detectó expresión de los genes DHN3 y DHN1b en los tejidos de uva Autumn 
Royal analizados.  
Adicionalmente, el anticuerpo anti-k detectó una isoforma de masa molecular 44 kDa, mayor que 
las predichas para las proteínas codificadas por los genes dehidrina en Vitis. El análisis MALDI-TOF MS 
y MS/MS reveló que este polipéptido presenta una alta homología de secuencia con la proteína codificada 
por el gen VviDHN2 de V. vinifera y de V. yeshanensis. La alta identidad de secuencia entre las especies de 
vid ha sido ya descrita (Yang et al., 2012). Considerando la masa molecular de 44 kDa y los resultados del 
análisis por MS, la isoforma DHN44 puede representar una forma dimérica del producto proteico 
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predicho para VviDHN2, cuya forma monomérica correspondería a la isoforma DHN27 detectada. 
Aunque el análisis electroforético se ha llevado a cabo en condiciones reductoras, ha sido descrito que a 
altas concentraciones de proteínas dehidrina los dímeros pueden no disociarse (Still et al., 1994). Isoformas 
dehidrina de mayor masa molecular que las predichas en Vitis han sido previamente descritas, siendo en 
el mesocarpio de uvas cv. Gamay donde se detectó el primer homodímero de la proteína codificada por 
el gen VviDHN2 (Sarry et al., 2004). La evidencia estructural es consistente con la formación de dímeros 
por interacciones hidrofóbicas entre regiones α-hélice conservadas (Close, 1997). En nuestro caso, la 
proteína codificada por el gen VviDHN2 (una proteína tipo SK2) es entre las dehidrinas descritas en Vitis, 
la que presenta un mayor número de motivos α-hélice/hebra (Yang et al., 2012). Otras formas diméricas 
de dehidrinas han sido descritas en plantas (Still et al., 1994; Lin et al., 2012), sin embargo, aún no se conoce 
la importancia de las formas diméricas, ni su implicación en los mecanismos que regulan la funcionalidad 
de esta familia de proteínas. 
Distintos estudios han puesto en evidencia que la expresión de dehidrinas en las plantas aumenta 
la tolerancia al estrés abiótico, incluyendo baja temperatura, deshidratación y estrés osmótico (Hara et al., 
2010; Hanin et al., 2011). Aunque la respuesta al estrés de los genes para dehidrinas en tejidos vegetativos 
a nivel transcripcional ha sido ampliamente estudiada (Puhakainen et al., 2004; Sanchez-Ballesta et al., 2004), 
poco se conoce sobre el patrón de expresión y la regulación por estrés abiótico, particularmente en frutos 
durante la conservación postcosecha. En relación con ello, aunque determinados estudios han mostrado 
la respuesta de diferentes genes dehidrina en tejidos de uva a nivel transcripcional (Xiao et al., 2006; 
Fernandez-Caballero et al., 2012), poco se conoce a cerca del patrón de acumulación de estas proteínas de 
defensa durante la conservación a bajas temperaturas o del efecto de los tratamientos postcosecha 
aplicados. 
Los resultados muestran que en racimos de uva de mesa cv. Autumn Royal las isoformas dehidrina 
expresadas constitutivamente en los frutos recién recolectados, están reguladas diferencialmente tanto por 
la duración de la exposición a bajas temperaturas como por las condiciones de la atmósfera durante la 
conservación. Mientras que en el raquis, y a excepción del incremento inicial de DHN44 y DHN17 tras el 
primer tratamiento con altas concentraciones de CO2, los niveles de las diferentes isoformas descienden 
progresivamente hasta anularse al final de la conservación, en los tejidos de la baya, por el contrario, los 
niveles de las isoformas dehidrina están altamente regulados por los tratamientos gaseosos aplicados 
(Figura 11 y Figura 12). Al igual que fue descrito para la cv. Cardinal (Navarro et al., 2015), es en la piel 
de cv. Autumn Royal donde el primer tratamiento es más efectivo, mostrando niveles superiores de 
isoformas monoméricas tras el tratamiento gaseoso, niveles que se mantienen durante el periodo de 
conservación, a excepción de la forma dimérica que desciende. Sin embargo, en la pulpa, mientras que la 
exposición inicial a bajas temperaturas determina un aumento en los niveles de acumulación de dehidrinas, 
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mostrando que estas isoformas están reguladas por frío, sólo las isoformas de baja masa molecular DHN17 
y DHN22 están reguladas positivamente durante conservación prolongada a bajas temperaturas. Además, 
es en este tejido donde la eficacia de la exposición a un segundo tratamiento gaseoso en el control de la 
homeostasis celular está correlacionada con los mayores niveles de dehidrinas. Ello pone de manifiesto la 
marcada diferencia entre los dos tejidos de la baya en términos de reactividad a los estímulos externos, 
corroborando estudios transcriptómicos y proteómicos previos, que ponen de manifiesto la 
especialización y el papel funcional específico del mesocarpio y el exocarpio dentro de la baya, y 
particularmente en condiciones de estrés (Grimplet et al., 2007; 2009), o por la aplicación de altos niveles 
de CO2 a 20 ºC (Becatti et al., 2010). 
El estudio del patrón de expresión de los genes que codifican las isoformas dehidrinas 
inmunodetectadas (en su forma spliced) mostró que la acumulación de la isoforma DHN22 (codificada por 
el gen VviDHN4s) en la piel y en la pulpa, y de la DHN27 (codificada por el gen VviDHN2s) en la pulpa, 
es donde se ha establecido una regulación a nivel transcripcional por CO2, ya que su abundancia se 
encontró correlacionada con sus niveles de ARNm. Sin embargo, para las dehidrinas DHN17 (codificada 
por el gen VviDHN1as), en piel y pulpa, y la DHN27 en piel, no se halló dicha correlación. Estas isoformas 
están reguladas principalmente por bajas temperaturas no modificando, e incluso reprimiendo, la expresión 
de estos genes los tratamientos gaseosos, a diferencia de lo descrito anteriormente para expresión de 
VviDHN1as (Fernandez-Caballero et al., 2012) y VviDHN2s (Navarro et al., 2015) en la piel de uvas de 
mesa cv. Cardinal, isoformas que fueron reguladas por frío y altas concentraciones de CO2 al inicio de la 
conservación a bajas temperaturas.  
Las discrepancias entre los resultados obtenidos para el patrón de acumulación de proteínas 
dehidrina y el patrón de expresión de sus transcritos están en consonancia con los estudios proteómicos y 
transcriptómicos realizados por Grimplet et al. (2007; 2009) en tejidos de uva cv. Cabernet Sauvignon. La 
comparación de los patrones de expresión de proteínas específicas en cada tejido con los patrones de 
expresión del ARNm, reveló que si bien una mayoría (81-82%) de proteínas mostró un patrón de expresión 
cualitativo en cada tejido compatible con su correspondiente ARNm, relativamente pocas proteínas del 
pericarpio (32%) mostraron patrones similares de expresión cuantitativa entre los tejidos. Estos resultados 
indican que los patrones de acumulación de proteínas están fuertemente influenciados por modificaciones 
post-transcripcionales, post-transduccionales o por diferencias en la estabilidad de las proteínas. En este 
sentido, las dehidrinas pueden estár sujetas a modificaciones post-traduccionales tales como dimerización, 
fosforilación (que afectaría a su localización celular) y ubiquitinación, lo que podría llevar a la rápida 
degradación de las proteínas.  
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Además, es importante indicar que la retención del intrón durante la maduración del pre-ARNm 
de dehidrinas conduce a la producción de ARNm que contienen un codón de terminación prematuro, que 
puede ser degradado o puede dar lugar a la traducción de una proteína truncada, que, en el caso de las 
dehidrinas, carecen del dominio K imprescindible para su detección con los anticuerpos utilizados. El 
procesamiento alternativo del pre-ARNm es un mecanismo de regulación post-transcripcional que juega 
un papel importante en la respuesta de la planta al estrés por frío (Chinnusamy et al., 2007). En este trabajo, 
se ha observado que son precisamente las formas unspliced las que presentan mayor grado de regulación 
por los tratamientos con altas concentraciones de CO2 (Figura 13, Figura 14 y Figura 15). Así, y con la 
excepción de VviDHN1au y VviDHN4u en raquis, el tratamiento con altos niveles de CO2 al inicio de la 
conservación regula los niveles de transcritos para las formas unspliced en los tejidos del racimo de uvas 
Autumn Royal, mientras que un segundo tratamiento gaseoso incrementa la tasa transcripcional de 
VviDHN1au en tejidos de la baya y de VviDHN2u en la piel. Especial mención merece el efecto del doble 
tratamiento de CO2 sobre la forma unspliced de VviDHN4, ya que se observa una inducción de la expresión 
en piel, pulpa y raquis del orden de 16, 7 y 20 veces, respectivamente, los niveles registrados en frutos 
recién recolectados. Tradicionalmente estaba extendida la idea de que estas proteínas truncadas supondrían 
un coste energético injustificado para la célula, por lo que sus transcritos serían degradados antes de llegar 
al ribosoma. Sin embargo, investigaciones más recientes apoyan la idea de que las proteínas truncadas no 
son necesariamente afuncionales, en comparación con la proteína de longitud completa, desempeñando 
funciones importantes en la adaptación al estrés de las plantas (Dubrovina et al., 2012). De hecho, en un 
trabajo publicado recientemente se demostró que la variante unspliced de VviDHN1a de V. vinifera, a pesar 
de tener una funcionalidad muy limitada en comparación con la funcionalidad in vitro frente a 
deshidratación y crioprotección observada en la forma spliced, fue capaz de interactuar con el ADN (Rosales 
et al., 2014). Por otra parte, la síntesis de los transcritos con procesamiento alternativo puede disminuir los 
niveles de expresión génica o prevenir aumentos en los niveles de la proteína de longitud completa. Por lo 
tanto, se necesitarán estudios más completos a fin de dilucidar si la inducción de la expresión de las formas 
unspliced por los tratamientos con un 20% de CO2 es un mecanismo post-transcripcional que regula la 
acumulación de la forma VvDHN4u o la proteína truncada codificada por VvDHN4u tiene un papel 
activo en la respuesta de las uvas de mesa a las bajas temperaturas de conservación o a altos niveles de 
CO2. 
Los resultados obtenidos revelan además que, como se describió anteriormente para otras especies 
(Yamasaki et al., 2013), los perfiles de expresión de cada gen dehidrina de V. vinifera difieren 
apreciablemente entre sí. Aunque la respuesta al frío de VviDHN1a y VviDHN2 ha sido descrita 
previamente en diferentes tejidos de Vitis, VviDHN4 sólo se había descrito en la piel de uva cv. Cardinal. 
De hecho, esta es la primera vez que la expresión del gen VviDHN4 es detectada en tejidos de la pulpa y 
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del raquis. En V. yeshanensis y V. vinifera cv. Pinot Noir, VviDHN4 se expresó específicamente en semillas 
durante la embriogénesis tardía, pero permaneció indetectable en otros tejidos (Yang et al., 2012). Por otro 
lado, ni VviDHN1b ni VviDHN3 mostraron niveles detectables de expresión en las condiciones estudiadas 
en tejidos del racimo de cv. Autumn Royal. Por el contrario, se detectaron transcritos de VviDHN1b en 
V. vinifera cv. Chardonnay durante la conservación de frutos a bajas temperaturas, mientras que este gen 
no se expresó en V. riparia (Xiao y Nassuth, 2006). Asimismo, en diferentes tejidos de V. vinifera cv. Pinot 
Noir, VviDHN3 fue indetectable en frutos recién recolectados e incluso después del tratamiento en frío. 
Sin embargo, se detectaron niveles bajos en las etapas medias y tardías del desarrollo de las semillas (Yang 
et al., 2012). Por tanto, la expresión de los genes DHNs y su patrón de expresión a bajas temperaturas en 
Vitis parecen ser dependientes de la especie, el cultivar y el tejido. 
Las plantas activan, en respuesta al frío, una serie de mecanismos moleculares, bioquímicos y 
fisiológicos que les ayudan a minimizar los efectos negativos del estrés por bajas temperaturas. Los 
resultados de los ensayos realizados in vitro han mostrado que las dehidrinas pueden desempeñar funciones 
protectoras importantes bajo estrés abiótico a través de diversos mecanismos (Yuxiu et al., 2007). 
Basándose en esta amplia gama de funciones, las dehidrinas pueden desempeñar un papel fisiológico 
importante en las respuestas adaptativas y de tolerancia de las plantas al estrés hídrico causado por el frío, 
la sequía y la alta salinidad. En este sentido, la sobreexpresión de dehidrinas en plantas transgénicas puede 
ser suficiente para mejorar la tolerancia al estrés por frío e incluso congelación (Puhakainen et al., 2004; 
Hara et al., 2010). Por lo tanto, la presencia y cambios en los niveles de estas proteínas de defensa en uva 
de mesa podrían ser parte del mecanismo implicado en la tolerancia a bajas temperaturas característica de 
este cultivo. Además, los niveles más altos de acumulación de DHNs en los frutos tratados con CO2 
pueden estar implicados activamente en las respuestas de tolerancia a bajas temperaturas activadas por el 
tratamiento gaseoso, lo que hace que las uvas de mesa sean más tolerantes a los cambios de temperatura 
impuestos (Goñi et al., 2011; Fernandez-Caballero et al., 2012; Rosales et al., 2013). Estudios previos han 
mostrado que altos niveles de CO2 activan diferentes vías de señalización en la defensa de frutos, 
induciendo la acumulación de proteínas crioprotectoras específicas, factor que evita los daños fisiológicos 
y estructurales causados por la conservación a bajas temperaturas (Goñi et al., 2010; 2011).  
A fin de elucidar el mecanismo molecular mediante el cual las dehidrinas podrían estar 
funcionalmente implicadas en el mecanismo de tolerancia a bajas temperaturas activado por los 
tratamientos con altas concentraciones de CO2, se han realizado estudios de funcionalidad in vitro de las 
isoformas VviDHN2 y VviDHN4 recombinantes. Cabe destacar que las dehidrinas expresadas en uva de 
mesa Autumn Royal muestran diferente estructura, así como modificaciones post-transcripcionales y post-
traduccionales (Navarro et al., 2015), que podrían explicar sus diferentes funciones biológicas. En este 
sentido, la proteína codificada por el gen VviDHN4 es un polipéptido que presenta los tres segmentos 
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característicos de las dehidrinas: Y (en el extremo N-terminal), S y K a lo largo de su secuencia, siendo una 
proteína tipo Y3SK2, mientras que la dehidrina recombinante VviDHN2 carece de dominios Y, siendo una 
dehidrina tipo SK2. La tercera dehidrina presente en tejidos de uva Autumn Royal es de tipo YSK2 y ha 
sido caracterizada previamente (Rosales et al., 2014). A pesar de la gran cantidad de evidencias 
experimentales que avalan la importancia de estas proteínas en la respuesta de plantas al estrés, el 
mecanismo de protección in vivo aún no se conoce completamente.  
La evidencia experimental in vitro de ensayos bioquímicos y experimentos de localización sugiere 
múltiples funcionalidades para las dehidrinas, incluyendo protección de membrana, actividad chaperona, 
crioprotección de enzimas y protección frente a especies reactivas de oxígeno (Figura 25). Las 
propiedades bioquímicas y funcionales de estas proteínas están íntimamente relacionadas con sus 
características estructurales. Estas proteínas son altamente hidrofílicas, e intrínsecamente desordenadas en 
disoluciones acuosas, es decir, no tienen una estructura secundaria o terciaria bien definida, ya que forman 
principalmente uniones de hidrógeno intermoleculares con moléculas de agua. A pesar de su desorden, se 
ha demostrado que las dehidrinas ganan estructura cuando están unidas a ligandos tales como membranas, 
y posiblemente cambian su estado oligomérico cuando están unidas a iones. Además, un descenso en el 
estado de hidratación de estas proteínas conduce a cambios conformacionales. En este sentido los 
segmentos K adoptan una conformación α-hélice, orientando los aminoácidos hidrofóbicos y aquellos 
cargados negativamente en lados opuestos de la hélice y los cargados positivamente en la interfase (Hanin 
et al., 2011).  
Una de las ventajas de las dehidrinas es que, al estar desordenadas, son incapaces de 
desnaturalizarse. La desnaturalización proteica globular implica la exposición de residuos hidrofóbicos al 
medio acuoso, donde pueden interactuar con los residuos hidrofóbicos expuestos en otras proteínas y 
comenzar a agregarse. En el caso de las dehidrinas, su desorden intrínseco les impide desnaturalizarse 
durante la desecación o a temperaturas de congelación, ya que no tienen estructura definida y muy pocos 
residuos hidrófobos que podrían causar agregación. Sin embargo, estas características estructurales las hace 
idóneas en la protección de la estructura de proteínas intracelulares y membranas, manteniendo su 
funcionalidad frente al daño por bajas temperaturas y deshidratación. Estudios in vitro muestran como 
estas proteínas previenen de la agregación y desnaturalización de enzimas lábiles durante la 
congelación/descongelación o durante la deshidratación, siendo fundamentales para esta actividad los 
dominios K, ricos en lisina, dominios que pueden plegarse formando α-hélices anfipáticas que, como 
hemos comentado, favorecen la interacción con lípidos de la membrana, con regiones hidrofóbicas 
expuestas de proteínas parcialmente desnaturalizadas de otras proteínas o con moléculas de agua, 
manteniendo el turgor celular (Close, 1997). Así, la dehidrina recombinante VviDHN4 (Y3SK2) mostró 
actividad crioprotectora frente a la desnaturalización de la enzima LDH durante la congelación. Esta 
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proteína presenta un valor PD50 de 7.4 µg µl y 302 nM, del orden de las descritas para otras dehidrinas, 
tales como VviDHN1a (YSK2) de V. vinifera (Rosales et al., 2014) o CuCOR19 (SK3) de Citrus unshiu (Hara 
et al., 2010) y siendo 4,5 veces (1,7 veces en escala molar) superior en crioprotección que el BSA, 
considerada tradicionalmente una proteína crioprotectora gracias a su capacidad de concentración en la 
interfase hielo-agua, previniendo la desnaturalización y la agregación (Tamiya et al., 1985). Sin embargo, su 
capacidad para proteger de la inactivación a la enzima MDH frente a la deshidratación fue superior a la 
mostrada para la dehidrina recombinante VviDHN1a y del orden de la proteína recombinante CrCOR15 
(SK2) de Citrus clementina x Citrus reticulata (Sanchez-Ballesta et al., 2004), mostrando un porcentaje de 
actividad del orden del 83% en una relación molar 1:1, y llegando al 100% para una relación molar 1:2 
MDH frente a VviDHN4. Cabe destacar que la proteína recombinante VviDHN2 no mostró actividad 
crioprotectora o de protección frente a la deshidratación, aun siendo una dehidrina tipo SK2. 
Además del incremento en la tolerancia a las bajas temperaturas y a la congelación (Puhakainen et 
al., 2004), la sobreexpresión de la dehidrina CuCOR19 aumentó la tolerancia al frío de plantas transgénicas 
de tabaco al reducir la peroxidación lipídica causada por las bajas temperaturas, indicando que estas 
proteínas localizadas en la mitocondria y en el citosol, actuarían secuestrando radicales libres, protegiendo 
así a las membranas del daño oxidativo, e incluso se mostraron eficaces evitando la peroxidación de 
liposomas in vitro (Hara et al., 2003). Estudios posteriores demostraron que CuCOR19 tenía la capacidad 
de captar radicales hidroxilo y peroxilo (Hara et al., 2004) e incluso capacidad de unir iones metálicos libres, 
previniendo así la formación de especies reactivas de oxígeno (Hara et al., 2005) actuando por tanto como 
antioxidantes. La evaluación de la capacidad antioxidante de las dehidrinas recombinantes de Autumn 
Royal mostró que mientras VviDHN2 presentó una capacidad antioxidante similar al BSA, la proteína 
VviDHN4 duplicó esta actividad en todo el rango de concentraciones ensayado. Es probable que la 
capacidad antioxidante de la dehidrina VviDHN4 esté asociada a la alta proporción de aminoácidos con 
residuos reactivos tales como His (20, 10,5%) o Gly (24, 12,6%) , conteniendo incluso 3 secuencias His-
His que muestran una elevada afinidad por metales (Hara et al., 2005). Esta actividad antioxidante es una 
función crucial de las dehidrinas, ya que las situaciones de deshidratación que promueven la acumulación 
de dehidrina producen especies reactivas de oxígeno. En este sentido, estudios previos sugirieron que la 
efectividad del tratamiento con altos niveles de CO2 en el control de la podredumbre y el mantenimiento 
de la calidad de los frutos después de un prolongado periodo de conservación a bajas temperaturas es el 
resultado de la capacidad de prevenir la formación de ROS más que su inactivación una vez formadas 
(Romero et al., 2008b). 
Asimismo, se evaluó la actividad como chaperona de estas proteínas recombinantes, al existir 
evidencias recientes de que las dehidrinas ERD10 (SK3) y ERD14 (SK2) de A. thaliana actúan como 
chaperonas in vitro sobre otras proteínas contribuyendo al correcto plegamiento o evitando la agregación 
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bajo condiciones de alta temperatura o por congelación (Kovacs et al., 2008). Sin embargo, las proteínas 
chaperonas clásicas no sólo impiden la agregación inadecuada de proteínas sino que también forman 
complejos específicos con proteínas diana a través de la interacción hidrofóbicas específicas (John, 2004). 
Dado que es difícil para las dehidrinas establecer interacciones específicas con otras proteínas, es por lo 
que determinados autores describen estas funciones protectoras basadas en interacciones proteína-
proteína no específicas como un efecto de escudo molecular (Tunnacliffe y Wise, 2007). La proteína 
recombinante VviDHN4 fue capaz de prevenir la agregación y/o la inactivación inducida por calor de la 
enzima ADH, mostrando una mayor eficacia que el BSA o la proteína VviDHN2. Ha sido descrito que el 
segmento Y, rico en tirosina, cercanos al extremo N-terminal y presente por triplicado en la proteína 
VviDHN4, presenta homología con los sitios de unión a nucleótidos de chaperonas en plantas, pudiendo 
este dominio estar implicado en la actividad chaperona de VviDHN4. 
Es probable que la proteína VviDHN4, por sus específicas funciones bioquímicas y su papel 
fisiológico en tejidos de la baya de uva Autumn Royal, esté implicada en el mecanismo de tolerancia 
activado por tratamientos cortos con altas concentraciones de CO2, reduciendo los desequilibrios 
metabólicos asociados a la conservación a bajas temperaturas. Más aún, esta proteína presenta in vitro 
actividad anticongelante, medida a través de la evaluación de la actividad de histéresis térmica (Figura 26). 
Las llamadas AFP, inhiben el crecimiento del cristal de hielo por su unión irreversible al núcleo de hielo, 
decreciendo el punto de congelación de la disolución, permitiendo la supervivencia de las células a 
temperaturas bajo cero (Raymond y DeVries, 1977; Knight et al., 1991). Las AFPs fueron por primera vez 
descritas en peces antárticos por el grupo de DeVries y Wohlschlag (1969). La adsorción de una AFP sobre 
el hielo es una interacción hidrofóbica impulsada por el aumento de la entropía obtenida al liberar agua de 
hidratación de las superficies de hielo y proteína. La unión a hielo se estabiliza mediante una combinación 
de interacciones de Van der Waals y enlaces de hidrógeno a partir de aminoácidos hidrófilos dispuestos 
de forma trapezoidal para adaptarse a la separación de la red de hielo (Jia y Davies, 2002; Griffith y Yaish, 
2004). A su vez, estas proteínas inhiben la recristalización del hielo, es decir presentan la capacidad de 
prevenir el crecimiento de cristales de hielo a expensas de cristales más pequeños. En general las AFPs de 
plantas son proteínas ricas en asparagina y glutamina, así como serina y treonina, los cuales presentan 
dominios hidrofílicos. Además, el análisis de la estructura de algunas AFPs de plantas mostró que estas 
proteínas presentan abundantes dominios en conformación de láminas β (Pudney et al., 2003). Las hojas β 
son relativamente planas y por lo tanto proporcionan una mejor superficie para la unión al cristal de hielo. 
Cabe resaltar que la proteína VviDHN4, presenta un mayor grado de desorden en su estructura terciaria, 
presentando mayoritariamente una estructura al azar, desordenada, con un dominio hidrofóbico en el 
extremo C-terminal y un mayor número de regiones hoja β y de Asp, Gln y Thr que la proteína 
recombinante VviDHN2. Ésta, aun siendo una proteína altamente desestructurada, presenta un mayor 
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número de regiones hélice α y dominios hidrofóbicos a lo largo de la estructura. Estas características 
estructurales podrían responder de cambios en la especificidad de ligandos con respecto a VviDHN4 y de 
la tendencia a la dimerización de la VvDHN2, lo que podría estar modulando su efectividad de unión a 
los diferentes ligandos celulares. La primera dehidrina descrita con funcionalidad como proteína 
anticongelante fue una proteína de 60 kDa, llamada PCA60, purificada tejidos de la corteza de Prunus persica 
descrita por Wisniewski et al. (1999). Esta proteína presentaba, asimismo, una moderada actividad como 
proteína crioprotectora y se localizó dentro de las células de la corteza y del parénquima del xilema. 
Previamente habían sido identificadas proteínas anticongelantes en plantas de centeno de invierno Secale 
cereale (Wai-Ching et al., 1994), siendo proteínas asociadas a la tolerancia a bajas temperaturas. Las proteínas 
purificadas de estas plantas son muy diferentes, ya que son polipéptidos que varían en tamaño de 16 a 35 
kDa, localizados en el apoplasto durante la aclimatación y que presentan similitud con las proteínas 
relacionadas con la patogénesis (Hon et al., 1995), no presentando actividad anticongelante (Griffith et al., 
2005). Estas proteínas evitarían el crecimiento de cristales de hielo extracelulares que dañarían la membrana 
plasmática y producirían la deshidratación celular. La proteína PCA60 exhibió un valor de actividad de 
histéresis térmica de 0,06 ± 0,03ºC a una concentración de 1,7 µg µl. En plantas los valores de THA oscilan 
entre 0,06 y 0,35 ºC, (Griffith et al., 1992; Smallwood et al., 1999; Wisniewski et al., 1999), valores inferiores 
a los exhibidos por AFP de peces (0,6 a 1,5) e insectos (4 a 6 ºC) (Barrett, 2001). Siendo por tanto la 
proteína recombinante VviDHN4 una de las que presentan mayores valores de THA entre las descritas 
en plantas, presentando un valor de 0,57 ºC± 0,04, del orden de la AFP de tipo III de pez antártico. 
Por último, y al igual que fue descrito para la proteína recombinante VviDHN1a (Rosales et al., 
2014), las proteínas VviDHN2 y VviDHN4 presentan una moderada actividad antifúngica in vitro, 
inhibiendo el crecimiento de las hifas de B. cinerea, uno de los principales causantes de podredumbre en 
uva (Figura 27). Además del papel bien conocido de las dehidrinas en la protección frente a estreses 
abióticos, estudios recientes apuntan su implicación en la resistencia frente a enfermedades causadas por 
hongos (Hundertmark e Hincha 2008; Salleh et al., 2012). En V. vinifera, el gen de DHN1 fue positivamente 
regulado tras la inoculación con Erysiphe necator, agente causal del oídio de la vid (Yang et al., 2012). 
 
5. PAPEL DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN VviDREBA1s EN LA 
REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE VviDHNs. 
La familia de proteínas AP2/ERF contiene factores de transcripción que juegan un papel crucial 
en el crecimiento y desarrollo de las plantas, así como en diversas respuestas de las mismas a estímulos 
ambientales. Dentro de esta familia de factores de transcripción, las proteínas CBF/DREB juegan un papel 
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crítico en la expresión de genes mediada por el estrés abiótico y representan uno de los regulones más 
atractivos para los programas de mejoramiento genético. Si bien es verdad que se ha observado su 
inducción en la expresión de estos factores de transcripción durante la conservación de productos 
vegetales a bajas temperaturas (Zhao et al., 2009b; Liang et al., 2013; Ma et al., 2014), su papel en la respuesta 
de los frutos a tratamientos gaseosos durante la conservación a bajas temperaturas es poco conocido. 
Hasta el momento, trabajos previos han mostrado que la mejora de la calidad de uva de mesa Cardinal 
inducida por la aplicación del pretratamiento con altos niveles de CO2 parecer ser un proceso activo que 
requiere de la expresión de factores de transcripción ERF, perteneciente a la familia AP2/ERF (Romero 
et al., 2016). Además, el hecho de que el pretratamiento gaseoso activara la expresión de CBF1 y CBF4 
(VviDREBA1-1 en este trabajo) en distintos tejidos de racimos de Cardinal (Fernandez-Caballero et al., 
2012), parece indicar que la familia de factores de transcripción AP2/ERF podría desempeñar un papel 
importante en el efecto beneficioso del tratamiento gaseoso en uva de mesa. Asimismo, la activación de 
CBF/DREBs mejora la expresión de genes diana aguas abajo, especialmente de aquellos que codifican 
proteínas LEA, incluyendo dehidrinas (revisado por Lata y Prassad, 2011), ya que estos activadores 
transcripcionales pueden unirse a los elementos cis DRE/CRT, presentes en las regiones promotoras de 
estos genes. La sobreexpresión de CBF1-CBF3 en plantas transgénicas de Arabidopsis, dio lugar a un 
incremento en la tolerancia a la congelación y a la activación a temperatura ambiente de diferentes genes 
COR, incluyendo dehidrinas (Gilmour et al., 2004). Un estudio comparativo de dos especies de cítricos 
(Poncirus y Citrus) con diferentes niveles de tolerancia a la congelación, mostraron una correlación entre la 
expresión de CBF1 y el grado de tolerancia (Champ et al., 2007). Estos autores además demostraron que 
CBF1 reconocía específicamente la secuencia consenso (CCGAC) de los elementos DRE/CRT del 
promotor de una dehidrina de Poncirus trifoliata. En melocotón, la inducción de una dehidrina (PpDhn1) 
mediada por las bajas temperaturas fue consistente con la presencia de elementos DRE/CRT en su 
promotor (Wisniewski et al., 2006). En este sentido, nuestros resultados mostraron que el promotor de 
VviDHN1a contenía un elemento DRE, mientras que la región promotora de VviDHN2 mostró la 
presencia de un elemento DRE y otro CRT. Por otro lado, VviDHN4 no contenía ninguno de ellos.  
En V. vinifera, Zhao et al. (2014) identificaron, en la versión 12×v1 del genoma completo, 38 
VviDREBs organizados en los grupos A1-A6. Los primeros miembros identificados del subgrupo A1 
fueron de Arabidopsis, y distintos estudios mostraron que tres de ellos, CBF1-CBF3 eran inducidos por las 
bajas temperaturas, la deshidratación y el estrés salino (Gilmour et al., 1998; Liu et al., 1998; Shinwari et al., 
1998; Fowler y Thomashow 2002). Por otro lado, la exposición de plántulas de V. riparia y V. vinifera a 
bajas temperaturas activó la expresión de cuatro miembros de esta del subgrupo A1, CBF1-CBF4 (Xiao et 
al., 2006; Xiao et al., 2008). Sin embargo, en uva de mesa Cardinal conservada a bajas temperaturas y, a 
excepción de en las semillas, la exposición de los racimos a 0ºC por sí sola no fue suficiente para activar 
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CBF1 y CBF4 (VviDREBA1-1) en la piel, pulpa y raquis. En cambio, el binomio altas concentraciones de 
CO2-bajas temperaturas indujo la expresión de ambos CBFs en la pulpa, y en el caso de CBF4 también en 
el raquis. Con el fin de profundizar en el estudio de esta familia de factores de transcripción en el papel 
beneficioso del tratamiento con altos niveles de CO2 en uva de mesa y su implicación en la regulación de 
dehidrinas, hemos llevado a cabo el aislamiento y caracterización de tres CBF/DREBs de Autumn Royal. 
En este punto es importante señalar que dada la diferente nomenclatura encontrada en distintos trabajos 
para referirse a los miembros del subgrupo A1, en este trabajo se decidió utilizar la nomenclatura 
previamente propuesta por Zhuang et al. (2009), de manera que los tres CBF/DREBs aislados se 
denominaron VviDREBA1-1, VviDREBA1-6 y VviDREBA1-7. Por otro lado, a diferencia de lo 
observado en V. vinifera cv. Cardinal y cv. Chardonnay así como en V. riparia (Xiao et al., 2006; Fernandez-
Caballero et al., 2012), CBF1 no pudo ser amplificado en Autumn Royal, lo que podría indicar la ausencia 
de este gen en esta variedad.  
El alineamiento de las secuencias de aminoácidos mostró la presencia de motivos característicos 
que flanquean al dominio AP2 y que distinguen a los CBF/DREBs de otros miembros de la familia 
AP2/ERFs (Jaglo et al., 2001). Estos motivos, PKK/RPAGRxKFxETRHP (referido como PKKPAGR) 
y DSAWR, se localizan inmediatamente antes y después, respectivamente, del dominio AP2 y el hecho de 
que estén altamente conservados entre las distintas especies de plantas sugiere que puedan desempeñar un 
papel funcional importante (Jaglo et al., 2001; Tayeh et al., 2013). En un principio se pensó que sólo el 
dominio AP2 era responsable de la unión a ADN, con la valina (V) en la posición 14 y el ácido glutámico 
(E) de la posición 19, jugando un importante papel en la unión de los CBF/DREBs a la secuencia diana 
(Sakuma et al., 2002). El análisis de las secuencias de CBF/DREBs de monocotiledóneas mostró que en 
ellas E19 era reemplazado por un aminoácido neutro, valina (V), y se sugirió que esta era la razón de su 
preferencia de unión por el elemento CRT (GCCGCA) que por DRE (ACCGAC) (Liu et al., 1998; Sakuma 
et al., 2002; Dubouzet et al., 2003). En este sentido, tanto VviDREBA1-1 como VviDREBA1-7 contienen 
los aminoácidos V14 y E19 conservados, mientras que en la posición 19 del dominio AP2 de 
VviDREBA1-6, el ácido glutámico, era sustituido por otro aminoácido polar de carga negativa, el ácido 
aspártico (D). Por otro lado, Canella et al. (2010) mostraron que la presencia del motivo PKKPAGR fue 
necesaria para la unión específica de AtCBF1 a los elementos DRE/CRT. Concretamente, estos autores 
indicaron que la arginina (R) de la posición 7 del dominio y la fenilalanina (F) de la posición 10 eran 
necesarias para la unión de AtCBF1 a DRE/CRT. Así, la sustitución de R7 por una lisina (L) evitó la 
unión, aunque los dos aminoácidos son similares en el tamaño de la cadena lateral y en la carga. Además, 
la pérdida de unión debido a la sustitución de F10 por alanina (L), y el mantenimiento de la misma 
observada con la sustitución de F10 por tirosina (Y), indicó que la presencia de una cadena lateral 
hidrofóbica voluminosa era necesaria. Es importante destacar que, si bien los tres VviDREBA1s aislados 
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de Autumn Royal conservan R7 y F10, VviDREBA1-1 fue el único que conservó la secuencia consenso 
mientras que VviDREBA1-6 presentó cambios en los aminoácidos de las posiciones 1, 3 y 4 y 
VviDREBA1-7 en las posiciones 1, 3, 4, 5 y 7. Por otro lado, mediante el estudio de los agregados 
hidrofóbicos también se observaron diferencias en la estructura secundaria y terciaria entre los tres 
VviDREBA1s de Autumn Royal. En Arabidopsis, Wang et al. (2005) mostraron que la presencia de distintos 
grupos hidrofóbicos (HC2-HC6) en el dominio C-terminal acido de CBF1 lo convierte en un fuerte 
candidato para poseer propiedades de trans-activación. En este trabajo se han identificado cinco grupos 
(HC2-HC6) en VviDREBA1-1 y VviDREBA1-6 al igual que ocurre en AtCBF1 (Wang et al., 2005c), en 
comparación con los cuatro grupos detectados en VviDREBA1-7. Sin embargo, el efecto que este cambio 
pueda tener en las propiedades de trans-activación de los CBF/DREBs no es hasta el momento conocido. 
Sin embargo, el hecho de que los CBF1 de Vitis presentaran cuatro grupos hidrofóbicos, ya que HC3 y 
HC4 forman un único grupo (Fernandez-Caballero et al., 2012), y que Xiao et al. (2008) observaran que 
CBF1 de V. riparia era un activador menos efectivo que CBF4 (homólogo a VviDREBA1-1), podría estar 
relacionado con estas diferencias. 
Los resultados del análisis de la expresión revelaron que la modulación de la expresión génica de 
los diferentes VviDREBA1s analizados varió según el gen analizado y el tejido estudiado (Figura 19). A 
diferencia de los resultados obtenidos de uva de mesa Cardinal (Fernandez-Caballero et al., 2012), la 
conservación de los racimos a bajas temperaturas fue suficiente para activar la expresión VviDREBA1-1 
en la pulpa y VviDREBA1-7 en el raquis. Aunque, al igual que se observó en Cardinal, la aplicación 
conjunta de bajas temperaturas y altos niveles de CO2 moduló la expresión de los VviDREBA1s activando 
la expresión de VviDREBA1-1 y VviDREBA1-7 en la piel y de VviDREBA1-6 y VviDREBA1-7 en la 
pulpa. Aunque los cambios más importantes tuvieron lugar a los 3 días, en el caso de la expresión de 
VviDREBA1-1 en la pulpa y VviDREBA1-7 en el raquis ésta fue estable aún después de 13 días, siendo 
una característica de los VviDREBA1s analizados en comparación con la mayoría de los CBF/DREBs 
estudiados. El estudio del grado de correlación entre los niveles de expresión génica de los tres 
VviDREBA1s y las diferentes isoformas dehidrina mostró que, aunque los tres VviDREBA1s mostraron 
correlación con alguna de las isoformas analizadas, el perfil de expresión de VviDREBA1-7 fue el que 
presentó mayor correlación, aunque ésta no fue generalizada y varió según el tejido analizado y la isoforma 
dehidrina estudiada (Tabla 8). Por otro lado, en este trabajo se han mostrado evidencias de que la proteína 
recombinante VviDREBA1-1 fue la única que presentó unión específica al elemento CRT (GCCGAC) 
del promotor de VviDHN2, pero no al elemento DRE (ACCGAC) de la misma (Figura 20). Es sabido 
que no todos los CBF/DREBs tienen la misma afinidad y especificidad por los elementos DRE/CRT. 
Así, BNCBF17 de Brassica napus presentó menor especificidad de unión que BNCBF5 (Gao et al., 2002), 
mientras que HvCBF1 de cebada mostró preferencia en la unión por un elemento, TTGCCGACAT, que 
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contenía la secuencia consenso CRT (GCCGAC) en vez de la DRE (ACCGAC) (Xue, 2002).  Por otro 
lado, el análisis de los promotores de los genes inducidos en plantas Arabidopsis que sobreexpresaban CBFs 
reveló que variaciones en las secuencias alrededor del elemento CRT podrían afectar a la activación (Seki 
et al., 2002; Maruyama et al., 2004). Asimismo, nuestros resultados mostraron que la región que flanquea al 
elemento CRT debe tener un papel en la afinidad de los VviDREBA1s, ya que cambios en la misma, no 
evitaron la unión de VviDREBA1-1 pero sí que la intensidad de la misma se vio reducida (Figura 21). 
Aunque más investigación es necesaria para poder entender la especificidad de unión de los CBF/DREBs 
por las secuencias diana, el conjunto de resultados sugieren que CBF/DREBs parálogos en una planta, y 
posiblemente ortólogos de diferentes especies, tienen una única preferencia por las secuencias DRE/CRT. 
 
6. IMPLICACIÓN DE TAUMATINA Y OSMOTINA EN LA TOLERANCIA LAS 
BAJAS TEMPERATURAS ACTIVADA POR EL TRATAMIENTO CON ALTOS 
NIVELES DE CO2 EN UVA DE MESA cv. AUTUMN ROYAL 
Dentro de la respuesta de tolerancia de las plantas frente a condiciones de estrés ambiental, además 
de la expresión de proteínas implicadas en la respuesta cruzada frente a diferentes condiciones de estrés 
abiótico, se hallan proteínas funcionalmente activas e involucradas en los mecanismos de defensa frente a 
estrés abiótico y biótico, que ponen de manifiesto el entrecruzamiento de las vías de señalización celular 
(Grimplet et al., 2007). En plantas de vid, se ha sugerido una posible conexión entre la tolerancia a la 
pérdida de agua y la respuesta inmune (Hatmi et al., 2015). Así, plantas tolerantes a la sequía presentan una 
activación de genes que codifican PRs, especialmente quitinasa, glucanasa y taumatina.  
Las PRs son familias multigénicas de proteínas inducidas en defensa al ataque de patógenos e 
involucradas en el proceso de resistencia sistémica adquirida. Algunas se expresan constitutivamente, 
mientras que otras son específicas de un determinado tejido o de una etapa del desarrollo, o están inducidas 
diferencialmente en respuesta a estímulos ambientales Estas proteínas presentan una localización celular 
vacuolar y apoplástica, siendo el espacio extracelular de la planta su principal punto de acumulación. 
Asimismo, cada familia de proteínas PR muestra isoformas ácidas y básicas, situándose generalmente en 
el apoplasto y la vacuola respectivamente (van Loon et al., 2006). Entre ellas, la familia PR-5, entre las que 
se incluyen proteínas “tipo taumatina“ (TLP) y proteínas “tipo osmotina” (OLP), además de su función 
de defensa frente a la infección fúngica, pueden mostrar otras funcionalidades biológicas, como el 
mantenimiento de la homeostasis celular y la estabilidad de las membranas o macromoléculas a través de 
su actividad anticongelante o crioprotectora, siendo además, proteínas inducidas en respuesta a las bajas 
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temperaturas (Newton y Duman 2000; Griffith y Yaish 2004). Esto sugiere un papel funcional activo en 
el mecanismo de tolerancia al estrés abiótico (Liu et al., 2010). 
 Dentro de la familia PR-5 es posible distinguir varios subgrupos en base a su punto isoeléctrico. 
Las proteínas TLP tienden a tener puntos isoeléctricos ácidos y un péptido señal N-terminal que dirige a 
la proteína madura al sistema secretor, siendo por tanto proteínas apoplásticas, mientras que las proteínas 
OLP son proteínas básicas que contienen, además una extensión C-terminal que las dirige a la vacuola 
(Anžlovar y Dermastia, 2003). La escisión post-traduccional del péptido C-terminal puede ser un requisito 
para la localización vacuolar correcta de las osmotinas, que de otro modo podría ser dirigida al apoplasto 
(Melchers et al., 1993). En células de cultivo de tabaco adaptadas al crecimiento bajo estrés osmótico 
sintetizaron una proteína, osmotina, que fue inmunolocalizada dentro de la vacuola, apareciendo 
escasamente distribuida en el citoplasma pero no hallándose marcaje ni en la pared celular, ni membranas 
ni en orgánulos (Singh et al., 1987). 
Proteínas de la familia PR-5 están presentes en diferentes tejidos de la planta de la vid, siendo 
especialmente abundantes en las bayas, inducidas en la etapa de envero y llegando a la máxima acumulación 
al final de la maduración de los frutos, habiéndose sugerido que su presencia en tejidos sanos puede 
representar una defensa preventiva en esta etapa del desarrollo, donde los procesos de ablandamiento y la 
acumulación de azúcares los convierten en objetivos atractivos para los patógenos (Robinson y Davies, 
2000) Estas proteína, pueden inducirse en los frutos antes del envero en respuesta a estímulos ambientales 
y relacionados con el estrés, como el ataque de hongos, heridas o estrés abiótico, modulando los niveles y 
proporción de taumatina y osmotina en uvas, de modo que las condiciones ambientales predominantes 
durante el crecimiento vegetativo determinan el patrón preciso de estas proteínas mayoritarias en las bayas 
maduras (Monteiro et al., 2003).  
Los resultados de inmunolocalización de las proteínas de la familia PR-5 llevados a cabo en el 
presente trabajo, no permitieron diferenciar entre isoformas a nivel histológico, pero revelaron que, 
aunque dichas proteínas se encontraron distribuidas libremente en el citoplasma, estaban 
fundamentalmente localizadas en la pared celular y en la vacuola de células del pericarpio de uva Autumn 
Royal (Figura 28). A su vez, los ensayos de inmunodetección mostraron que los tejidos de racimos recién 
recolectados contenían hasta dos isoformas de la familia PR-5 con masa molecular aparente de 24 y 23 
kDa. Mientras que en los tejidos de la baya estaban presentes ambas isoformas, en el raquis sólo se detectó 
la isoforma TLP23.  
En V. vinifera se han descrito dos genes que codifican proteínas de la familia PR-5, VVTL1 que 
codifica una proteína tipo taumatina (Tattersall et al., 1997), y VVTL2/OSMO1 que codifica una proteína 
tipo osmotina (Loulakakis, 1997). Dada la similitud de las masas moleculares de estas proteínas, del orden 
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de 22 kDa para las proteínas maduras, y teniendo en cuenta que en geles SDS-PAGE estas proteínas, por 
sus características estructurales con hasta ocho puentes disulfuro, migran con una masa molecular superior 
a la estimada a partir de su secuencia polipeptídica (Pocock et al., 2000), aislamos el polipéptido de 23 kDa, 
presente mayoritariamente en la pulpa y se procedió a su identificación mediante espectrometría de masas. 
Los resultados mostraron que TLP23 es una proteína homóloga a osmotina de V. vinifera (CAA71883.1), 
codificada por el gen VVTL2/OSMO1, lo que permitió inferir que la proteína de 24 kDa se trataba de 
una taumatina. 
Alternativamente, el análisis de las secuencias génicas relacionadas con taumatinas en tejidos del 
racimo de Autumn Royal, permitió la amplificación y caracterización de dos transcritos. Uno de ellos de 
222 pb, fue homólogo a VVTL1 que codifica una proteína tipo taumatina de V. vinifera (AAB61590) que 
se llamó VviTL1, mientras que el segundo de 212 pb, presentó alta homología con VVTL2/OSMO1 que 
codifica una proteína tipo osmotina de V. vinifera (Y10992) que llamamos VviOsmo. El análisis in silico de 
la proteína VviTL1 reveló que presentaba un punto isoeléctrico ácido de 4,91, una vez eliminado el péptido 
señal N-terminal, lo cual concuerda con las características del grupo de PR-5 al que pertenece, y podría 
indicar que se trata de la proteína localizada en las paredes celulares de las células. Sin embargo, el análisis 
de la proteína VviOsmo, reveló un punto isoeléctrico de 4,51, tras la eliminación del péptido señal N-
terminal. Esto, unido a la carencia de un péptido señal en el extremo C-terminal, común en proteínas tipo 
osmotina esencial para su correcta localización vacuolar, hizo que Loulakakis (1997) sugiriera que sería 
más correcto nombrar a esta proteína como una proteína tipo taumatina en lugar de una proteína tipo 
osmotina. Sin embargo, cabe destacar que proteínas nativas tipo osmotina presentaron un carácter 
catiónico, con un punto isoeléctrico básico o neutro, mientras el estimado a partir de la secuencia de 
aminoácidos deducida de su correspondiente ADNc es ácido (Rodrigo et al., 1993; Koiwa et al., 1997). Esta 
discrepancia existente entre el punto isoeléctrico estimado a partir de la secuencia aminoacídica deducida 
del correspondiente ADNc y el punto isoeléctrico esperado para osmotinas podría ser debido a la 
existencia de modificaciones post-traduccionales. En este sentido, a diferencia de VviTL1, en VviOsmo 
se predijo un sitio de glicosilación de alta probabilidad, descrito previamente por Yen et al. (1994), además 
de 23 sitios potenciales de fosforilación.  
A pesar de que se ha descrito la acumulación de taumatinas en uva durante la maduración del fruto 
(Salzman et al., 1998; Pocock et al., 2000) se conoce poco sobre el efecto de la conservación a baja 
temperatura y su relación con el mecanismo de defensa frente a la infección fúngica activado por diferentes 
tecnologías postcosecha. Nuestros resultados indicaron que el patrón de acumulación de VviTL1 (TLP24) 
y VviOsmo (TLP23) en racimos de uva Autumn Royal fue tejido dependiente y diferencialmente regulada 
tanto por la duración de la exposición a bajas temperaturas como por las condiciones de la atmósfera 
durante la conservación (Figura 29 y Figura 30). Mientras que no se observó una modulación importante 
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de taumatina (VviTL1) en piel de uvas Autumn Royal, en pulpa ésta proteína se muestra regulada por bajas 
temperaturas, ya que sus niveles incrementaron al paso de los frutos al aire, siendo su regulación 
transcripcional. El análisis del nivel de expresión génica de VviTL1 concuerda con los resultados obtenidos 
a nivel de proteína, puesto que no se observa un incremento en la transcripción del gen de taumatina en 
piel y sin embargo si aparece una inducción de los niveles de transcritos de taumatina por bajas en 
temperatura en pulpa (Figura 32). En cualquier caso, exceptuando la inducción observada a los 13 días 
de conservación en pulpa, la regulación de la expresión de VviTL1 no es dependiente de la atmósfera de 
conservación. En raquis, en cambio, no se detectó la presencia de la proteína VviTL1. Estos resultados 
contrastan con los obtenidos a partir del perfil genético de VviTL1, ya que sí se pudieron cuantificar niveles 
de transcrito de taumatina en los tres tejidos analizados, encontrándose, de hecho, una fuerte inducción 
causada por la conservación a bajas temperaturas en raquis.  
La presencia de taumatina (VviTL1) en tejidos del fruto y su ausencia raquis podría ser un reflejo 
de la susceptibilidad de la baya al ataque fúngico. En este sentido, cuando el gen VVTL1 se sobreexpresó 
en variedades de V. vinifera y V. amurensis susceptibles al ataque fúngico, las cepas transgénicas mostraron 
una mayor resistencia a la antracnosis y al oídio (Dhekney et al., 2011; He et al., 2016). Aunque la 
implicación de VviTL1 en el control del ataque por hongo ha sido ampliamente demostrada (Monteiro et 
al., 2003), los mecanismos mediante los cuales ejerce dicha acción requieren un mayor estudio. Aunque se 
ha descrito la unión de estas proteínas a 1,3-β-glucanos, e incluso se ha detectado actividad 1,3-β-glucanasa 
in vitro, estas proteínas no son enzimas hidrolíticas. Se cree que la zeamatina, una taumatina de semillas de 
maíz, y una osmotina de tabaco ejercen acción antifúngica a través de una actividad permeabilizante de la 
membrana celular del hongo (Roberts y Selitrennikoff 1990; Abad et al., 1996; Van Loon y Van Strien 
1999). Sin embargo, un estudio en el que se utilizó la cristalografía radiográfica de zeamatina (Batalia et al., 
1996) no ofreció ninguna pista sobre cómo puede ejercer tal efecto. 
Por otro lado, la osmotina (VviOsmo) fue la PR-5 más abundante en los diferentes tejidos de uva 
Autumn Royal. Mientras que en la piel y el raquis no se observó una regulación derivada de la conservación 
a bajas temperaturas o de la exposición de los racimos a atmósferas con elevadas concentraciones de CO2, 
en pulpa si se observó una importante regulación de los niveles de dicha proteína por bajas temperaturas 
y por altas concentraciones de CO2 (Figura 29 y Figura 30). De hecho, fue al final del segundo tratamiento 
gaseoso cuando se observaron niveles más altos de acumulación de VviOsmo. Igual que en el caso de 
VviTL1, la conservación a bajas temperaturas o los tratamientos gaseosos aplicados no modifican los 
niveles de transcritos para VviOsmo en la piel de Autumn Royal (Figura 32). Sin embargo, en el raquis, el 
descenso en los niveles de proteínas no se correlacionó con el incremento en los niveles de ARNm 
inducidos por bajas temperaturas. A diferencia de los otros tejidos analizados, en la pulpa el patrón de 
acumulación de la proteína VviOsmo sí se correlacionó con el incremento de sus transcritos por efecto de 
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altas concentraciones de CO2, inducción transitoria que se manifestó en frutos tratados al inicio de la 
conservación y al final del periodo de conservación en frutos doblemente tratados. En este sentido, es 
relevante señalar que, por tratarse tanto VviTL1 como VviOsmo de proteínas altamente estables, tasas 
bajas o mantenidas de transcripción génica podrían dar lugar a incrementos en la cantidad de proteína a lo 
largo del tiempo, por acumulación.  
El patrón de expresión y acumulación de VviOsmo se corresponde con la menor incidencia de 
podredumbre en uva Autumn Royal tratadas con altas concentraciones de CO2 a bajas temperaturas, 
pudiendo estas proteínas estas funcionalmente implicadas en el mecanismo de defensa biótico activado 
por altas concentraciones de CO2. Análisis in vitro demuestran que la osmotina es eficaz frente a diferentes 
patógenos fúngicos (Yun et al., 1997). Además, osmotinas y proteínas tipo osmotina incrementan su 
expresión durante la infección y confieren actividad antifúngica contra una amplia gama de especies de 
hongos (Zhu et al., 1993; Monteiro et al., 2003; Anil Kumar et al., 2015). Sin embargo, la osmotina es una 
proteína regulada tanto por señales de activación frente a estrés biótico como abiótico. Se ha descrito que 
la expresión de osmotina en plantas transgénicas confiere tolerancia osmótica, incrementando los niveles 
de prolina (Evers et al., 1999; Goel et al., 2010), así como de GB (Holmström et al., 2000). Además, se ha 
observado que plantas transgénicas de Capsicum annum L. que sobreexpresaron osmotina redujeron la 
acumulación de peróxido de hidrógeno e incrementaron la actividad APX y SOD cuando se trataron con 
diferentes concentraciones de NaCl (Subramanyam et al., 2011). Por lo tanto, la expresión de osmotina en 
plantas estaría además implicada en la neutralización de ROS mediante la producción de solutos 
compatibles o la expresión de enzimas antioxidantes específicas. Incluso redujeron los niveles de 
peroxidación lipídica, sugiriendo un efecto protector del daño de la membrana celular (Subramanyam et 
al., 2011). Además la osmotina también desempeña un papel activo en la tolerancia a bajas temperaturas 
(Zhu et al., 1993) a través de la activación de estas respuestas de defensa (Patade et al., 2013). El hecho de 
que VviOsmo sea la PR-5 mayoritaria en pulpa, posiblemente localizada en la vacuola y regulada por altas 
concentraciones de CO2, podría reflejar una activa contribución dentro del mecanismo de tolerancia 
activado por altas concentraciones de CO2 contrarrestando en daño estructural y celular causado por las 
bajas temperaturas, y contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis celular. Además, el control de la 
podredumbre por efecto de los tratamientos gaseosos podría estar más estrechamente asociado con la 
estabilización y consolidación de la integridad celular, que conduciría a que estos frutos sean menos 
susceptibles a la pérdida de agua y a la infección fúngica. 
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7. PAPEL DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN VviWRKYs EN LA 
REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE PRs 
La regulación transcripcional de los genes que codifican proteínas PRs, incluida la familia PR-5 fue 
otro aspecto importante que se abordó en el presente trabajo. El análisis in silico de la secuencia promotora 
de VviOsmo y VviTL1 reveló la presencia de distintos elementos cis-reguladores de respuesta a estreses 
bióticos y abióticos entre los que se identificó una caja W en el promotor de la taumatina, pero no en el 
promotor de VviOsmo. La secuencia consenso TTGAC(C/T) de la caja W es diana de unión para la familia 
de factores de transcripción WRKY característica de plantas, implicada en la regulación de distintos 
procesos biológicos tales como la respuesta a estrés abiótico o biótico, el crecimiento y el desarrollo de la 
planta (revisado por Phukan et al., 2016). Asimismo, estudios previos mostraron que este elemento 
regulador también estaba presente en la región promotora de otras PRs, tales como una quitinasa (Vcchit1b) 
y una β-1,3-glucanasa (Vcgns1) de clase I aisladas de uva de mesa cv. Cardinal (Romero et al., 2016). Por 
otro lado, un análisis transcriptómico de la respuesta de uva de mesa Cardinal a las bajas temperaturas y 
altos niveles de CO2, utilizando el GeneChip® de Affymetrix, reveló que entre los distintos factores de 
transcripción activados por el tratamiento gaseoso que podrían estar implicados en los mecanismos de 
mejora de la calidad de los frutos se encontraban distintos miembros de la familia WRKY (Rosales et al., 
2016). 
El descubrimiento de los factores de transcripción WRKY se remonta a los años 90 con la 
descripción de nuevas proteínas de unión a DNA que jugaban un papel esencial en la regulación de la 
expresión génica (Ishiguro y Nakamura 1994; Rushton et al., 1995). Posteriormente, se obtuvieron los 
primeros resultados que indicaron que esta familia de factores de transcripción participaba en la regulación 
de genes de respuesta a patógenos entre los que se encuentran los que codifican PRs (Rushton et al., 1996). 
Desde entonces, estos factores de transcripción han sido analizados en modelos vegetales clásicos tales 
como A. thaliana, en la que se identificaron hasta 74 genes WRKY (Rushton et al., 2010), y en plantas de 
cereales como el maíz o el arroz, llegándose a describir 102 y 136 genes, respectivamente (Rushton et al., 
2010; Wei et al., 2012). En V. vinifera, Wang et al. (2014b) identificaron 59 genes VviWRKYs y teniendo en 
cuenta las variaciones del dominio WRKY y de los motivos de dedos de zinc fueron clasificados en los 4 
grupos descritos para esta familia (Eulgem et al., 2000; Xie et al., 2005). Es posible que la disminución del 
número de genes identificados en Vitis esté causada por el número de genes presente en el grupo III (Guo 
et al., 2014), que parece ser el grupo más dinámico en cuanto a la evolución de esta familia génica (Zhang 
y Wang, 2005). En el presente estudio se ha llevado a cabo la caracterización de 15 VviWRKYs, que se 
eligieron en base a resultados previos del análisis transcriptómico antes mencionado, que mostraron la 
inducción de dos de ellos (VviWRKY14 y VviWRKY31) en la piel de uva de mesa Cardinal tratada con 
altos niveles de CO2 (Rosales et al., 2016), y de un trabajo publicado por Wang et al. (2014b) donde se 
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analizó la implicación de estos factores de transcripción en la respuesta de plántulas de V. vinifera a las 
bajas temperaturas (resto de VviWRKYs analizados).  
En primer lugar, se analizó la conservación estructural de los dominios WRKY con una secuencia 
peptídica de 60 aminoácidos que comprende el motivo de dedos de zinc, utilizando las secuencias de 
aminoácidos de los 59 WRKYs de V. vinifera depositadas en las bases de datos. El alineamiento de las 
secuencias de aminoácidos de los 15 VviWRKYs seleccionados para este trabajo reveló que todos ellos 
presentaban muy conservada la región WRKYGQK característica de esta familia, a excepción de 
VviWRKY49 que contenía la variante WRKYGKK que podría estar involucrada en el reconocimiento de 
una secuencia diana diferente a la caja W. Así, NtWRKY12 aislado de plantas de tabaco presentó la misma 
secuencia del heptapéptido que VvWRKY49 y fue la primera proteína WRKY identificada que 
interaccionó con un sitio de unión al ADN diferente del consenso de la caja W, concretamente con la 
secuencia TTTTCCAC (van Verk et al., 2008). Asimismo, se observó que VviWRK28 presentaba dos 
dominios WRKY, perteneciendo al grupo I de acuerdo con la clasificación propuesta por Eulgem et al. 
(2000). El análisis de genes similares a los WRKYs en organismos del reino protista, tales como Giardia 
lamblia, Dictyostelium discoideum y Chlamydomonas reinhardtii mostró que éstos eran similares a los del grupo I 
de Vitis (Wu et al., 2005; Wang et al., 2014a). Por otro lado, el efecto que puede tener el cambio de histidina 
(H) por cisteína (C) en el dominio de dedos de zinc en VviWRKY18, VviWRKY33 y VviWRKY42 es 
hasta el momento desconocido. 
Existen evidencias de que los factores de transcripción WRKY participan en las respuestas a estrés 
abiótico, tales como la deficiencia de agua, el exceso de sal o las temperaturas extremas entre otros (Ülker 
y Somssich, 2004; Chen et al., 2012). A pesar de los distintos estudios que se han realizado para determinar 
la funcionalidad de los WRKYs, poco se conoce sobre la respuesta de éstos en frutos y aún menos el papel 
que juegan en la mejora de la calidad de los frutos inducida por la aplicación de altos niveles de CO2 a bajas 
temperaturas. Hasta el momento, el único estudio del efecto de altas concentraciones de CO2 en la 
modulación de WRKYs, a parte de los resultados del análisis transcriptómico en uva de mesa Cardinal, ha 
sido el realizado en plántulas de Larrea tridentata (Zou et al., 2007). Los autores llevaron a cabo un estudio 
los altos niveles de CO2 aplicado durante un año en el invernadero, demostrando una relación entre los 
altos niveles de CO2 y la respuesta al estrés abiótico, donde el ácido abscísico y la expresión de LtWRKY21 
parecen jugar un importante papel, entre los que destacan la reducción del impacto al déficit de agua y las 
temperaturas extremas en plantas. Por el contrario, existen evidencias que relacionan el efecto de la 
exposición a bajas temperaturas con el aumento de expresión de genes WRKY en distintas plantas. El 
estudio de Wang et al. (2014a) llevado a cabo en ápices de brotes de Vitis expuestos a 4 ºC hasta 48 horas, 
mostró la inducción de 36 VviWRKYs entre los que se encontraban los 15 genes analizados en este trabajo. 
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En cebada, WRKY38, que presenta una gran homología con VviWRKY14, mostró una acumulación 
transitoria de su expresión en hojas y raíces de plantas expuestas a bajas temperaturas (Marè et al., 2004). 
Nuestros resultados indicaron que la expresión de los distintos factores de transcripción WRKY 
en uva de mesa fue tejido dependiente, debido a que los perfiles de expresión variaron entre los tejidos 
tratados y no tratados según se tratara de la piel, pulpa o raquis (Figura 35, Figura 36 y Figura 37). Así, 
mientras que las bajas temperaturas indujeron en la piel de manera específica la expresión de 3 VviWRKYs 
(VviWRKY28, VviWRKY34, VviWRKY47) y tan sólo VviWRKY34 en la pulpa, la aplicación de altos 
niveles de CO2 a 0 ºC promovió la inducción de 4 VviWRKYs en la piel (VviWRKY14, VviWRKY18, 
VviWRKY39, VviWRKY42) y de 9 VviWRKYs en la pulpa (VviWRKY12, VviWRKY14, VviWRKY19, 
VviWRKY28, VviWRKY33, VviWRKY42, VviWRKY47, VviWRKY49, VviWRKY52). De entre todos 
ellos, únicamente mostraron una respuesta coordinada en los dos tejidos el VvWRKY34 en respuesta a las 
bajas temperaturas y los VviWRKY14 y VviWRKY42 a las altas concentraciones de CO2. Por otro lado, es 
importante destacar que hasta 8 VviWRKYs en la piel y 5 VviWRKYs en la pulpa, estuvieron regulados 
por las bajas temperaturas independientemente de si los racimos habían sido tratados o no. Sin embargo, 
entre los cambios observados en el raquis destacó el gran número de VviWRKYs (8) que mostraron 
represión en sus niveles tanto en los racimos tratados como en los no tratados. A diferencia de los 
resultados obtenidos por Wang et al. (2014) donde los 15 VviWRKYs analizados en este trabajo se 
indujeron en plántulas de Vitis en respuesta a las bajas temperaturas, en este trabajo se ha observado por 
primera vez que en uva de mesa la exposición a 0 ºC no fue suficiente para activar la expresión de algunos 
WRKYs, sin embargo el binomio altas concentraciones de CO2-bajas temperaturas indujo la expresión de 
diferentes WRKYs en los distintos tejidos de los racimos de uva de mesa. El papel que este efecto puede 
tener en la mejora de la calidad de la uva de mesa inducida por el tratamiento gaseoso es hasta el momento 
desconocido. En este sentido, el tratamiento de acondicionamiento térmico de 3 días a 37 ºC que reduce 
los daños por frío en mandarina Fortune durante la conservación postcosecha, activó la expresión de un 
factor de transcripción WRKY (Sanchez-Ballesta et al., 2003). En plátano, MaWRKY26, que pertenece al 
grupo I presentando dos dominios WRKY al igual que VviWRKY28, se indujo durante la conservación 
de los frutos a bajas temperaturas y por el tratamiento con metil jasmonato que mejora la tolerancia a las 
bajas temperaturas de los frutos (Ye et al., 2016). Por su parte, la sobreexpresión de BcWRKY46 de Brassica 
campestris en tabaco dio lugar a que las plantas transgénicas mostraran menor susceptibilidad a la 
congelación (Wang et al., 2012). Asimismo, Zhang et al. (2016) sugieren que CsWRKY46 de pepino es un 
regulador positivo de la resistencia al frío ya que su sobreexpresión en Arabidopsis activó la tolerancia de 
las plantas a las bajas temperaturas.  
A pesar de que se han aislado en distintas plantas WRKYs regulados por las bajas temperaturas, su 
mecanismo de respuesta a las señales de frío y de regulación de la expresión de sus genes diana no es hasta 
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el momento conocido. Como se indicó anteriormente, algunas PRs entre las que se encuentran VviTL1, 
Vvcchit1b y Vcgns1 presentan en las regiones promotoras, la caja W. Se llevó a cabo el estudio de expresión 
de Vvcchit1b y Vcgns1 en uva de mesa Autumn Royal con el fin de poder establecer correlaciones con los 
cambios de expresión observados en los VviWRKYs analizados. Trabajos previos realizados con la piel de 
uva de mesa Cardinal mostraron que los niveles de Vvcchit1b y Vcgns1 se inducían por el efecto de las bajas 
temperaturas mientras que los altos niveles de CO2 redujeron sus niveles de expresión (Romero et al., 2008; 
Fernandez-Caballero et al., 2009). Esto también se observó en Vvcchit1b en la piel de Autumn Royal, 
mientras que a los 3 días los niveles de Vcgns1 fueron superiores en la piel de los frutos tratados, 
igualándose al final de la conservación. De los distintos resultados de las correlaciones de expresión de las 
tres PRs con los VviWRKYs cabe destacar que VviTL1 mostró una correlación positiva con 6 VviWRKYs 
que se acumulaban de manera específica por efecto del tratamiento gaseoso en la pulpa (Tabla 11).  
Con el fin de estudiar el papel de los WRKYs en la regulación de PRs, se obtuvieron VviWRKY14 
y VviWRKY42 recombinantes para llevar a cabo estudios de afinidad in vitro mediante EMSA con las cajas 
W presentes en los tres promotores previamente citados. La elección de estos dos factores de transcripción 
se basó en que ambos se inducían por la aplicación de altos niveles de CO2 tanto en la piel como en la 
pulpa, unido a que VvWRKY42 presentó correlación positiva VviTL1 y Vcgns1 mientras que VvWRKY14 
con Vcgns1. Los resultados de afinidad cis/trans mostraron que mientras que VviWRYK14 mostró afinidad 
por las cajas W de los promotores de las tres PRs, VviWRYK42 sólo presentó afinidad específica con la 
caja W del promotor de Vcgns1 (Figura 40). Ciolkowski et al. (2008) mostraron que los hexámeros 
TTGACC (presente en el promotor de VviTL1 y Vcgns1) y TTGACT (Vcchit1b) no eran funcionalmente 
idénticos respecto a la capacidad de unión de los factores WRKYs. Asimismo, en Arabidopsis la afinidad 
de AtWRKY1 por el motivo TTGACC fue 4 veces superior a la observada con TTGACT (de Pater et al., 
1996). Si bien estos resultados son preliminares, abren interesantes líneas de investigación con el fin de 
elucidar el papel de esta familia de factores de transcripción en la postcosecha de uva de mesa. 
 
C
on
cl
us
io
ne
s
 
Conclusiones 
181 
 
1. Los resultados obtenidos en uva de mesa cv. Autumn Royal confirman que la aplicación de altos 
niveles (20%) de CO2 durante 3 días al inicio de la conservación es un tratamiento coadyuvante a las bajas 
temperaturas efectivo en el mantenimiento de la calidad de los racimos. Asimismo, se sugiere la utilidad 
comercial de la aplicación de un segundo tratamiento gaseoso durante la conservación a bajas temperaturas 
con el fin de prolongar la calidad intrínseca de los racimos durante largos periodos de conservación. 
 
2. La efectividad de los tratamientos gaseosos en el mantenimiento de la calidad de los racimos se 
manifiesta en la reducción de la incidencia de podredumbre y pardeamiento del raquis, así como en el 
control de la homeostasis celular de los frutos, manteniendo el estado hídrico, evitando daños estructurales 
y reduciendo el daño oxidativo.  
 
3. Al final del periodo de conservación a bajas temperaturas, los estudios ultraestructurales ponen 
de manifiesto la efectividad de los tratamientos gaseosos preservando la integridad de cloroplastos y 
mitocondrias, orgánulos claves en el mantenimiento del estado energético requerido para activar la 
respuesta de tolerancia de los frutos a las bajas temperaturas. 
 
4. Los tratamientos gaseosos incrementan los niveles de osmolitos crioprotectores orgánicos de 
manera tejido dependiente, lo que contribuiría a contrarrestar la disrupción de los procesos fisiológicos y 
metabólicos activados en los frutos por las bajas temperaturas.  
 
5. La aplicación del primer tratamiento gaseoso evidencia el incremento en la expresión génica y la 
acumulación de isoformas dehidrina en los tejidos de la baya, ejerciendo el segundo tratamiento gaseoso 
un nivel de regulación adicional al incrementar los niveles de los transcritos e isoformas en la pulpa, donde 
podrían contribuir activamente al mantenimiento de la estructura y homeostasis celular durante largos 
periodos de conservación. Asimismo, se pone de manifiesto que la aplicación de altas concentraciones de 
CO2 regula la retención de intrones en los transcritos de dehidrinas.  
 
6. La caracterización funcional in vitro de VviDHN2 y VviDHN4 recombinantes revela diferencias 
entre las mismas. Si bien ambas mostraron una ligera actividad antifúngica, únicamente VviDHN4 actúa 
como un escudo molecular protegiendo de la desnaturalización a proteínas y del daño oxidativo a otros 
componentes celulares, además de presentar actividad anticongelante, poniendo de manifiesto el carácter 
multifuncional de esta dehidrina. 
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7. El efecto del tratamiento gaseoso con altos niveles de CO2 en uva de mesa Autumn Royal es un 
proceso activo que modula la expresión de factores de transcripción VviDREBA1s de manera tejido 
dependiente. VviDREBA1-1 es el único que presenta capacidad de unión in vitro al elemento CRT de la 
región promotora de VviDHN2, lo que indicaría que la regulación transcripcional de VviDHN1a y 
VviDHN4 se llevaría a cabo mediante la activación de otras rutas independientes de estos factores de 
transcripción.  
 
8. Se han identificado dos isoformas de la familia PR-5, VviOsmo y VviTL1, constitutivas en tejidos 
de la baya, localizadas principalmente en la pared celular y en la vacuola. La regulación a nivel 
transcripcional de VviOsmo por el binomio altas concentraciones de CO2-bajas temperaturas en la pulpa, 
junto con su localización subcelular, podrían contribuir a la menor susceptibilidad a la pérdida de agua y 
al ataque fúngico, mostrada por los frutos tratados al final de la conservación a bajas temperaturas. 
 
9. El tratamiento gaseoso también activa la expresión de factores de transcripción WRKYs de 
manera tejido dependiente, induciendo los niveles de 4 VviWRKYs en la piel y de 9 en la pulpa. La 
identificación de la caja W de unión a WRKYs en las secuencias promotoras de VviTL1, Vcchit1b y Vcgns1 
unido a la correlación positiva observada entre la expresión de VviWRKYs y PRs, y a los estudios 
preliminares que mostraron diferente afinidad cis/trans de VviWRYK14 y de VviWRYK42 por estas cajas 
W, establece por primera vez que estos factores son claves en la regulación transcripcional de PRs durante 
la conservación postcosecha de uva de mesa.  
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Figura A-1. Alineamiento múltiple de las secuencias de los tres DREBA1 deV. vinifera estudiados 
correspondientes a Autumn Royal (aislados en este trabajo), a las publicadas por Xiao et al. (2006; 2008) y a las 
recogidas en el último ensamblaje de V. vinifera. En rojo se marcan los dominios AP2, los motivos característicos de 
DREBA1 PKKPAGR (PKKP/RAGRxKFxETRHP) y DSAWR y los agregados hidrofílicos HC2-HC6; En naranja se indica 
el dominio A(A/V)xxA(A/V)xxF; En verde se marcan los motivos WLG y RAHD, una valina (V14) y un ácido glutámico 
(E19) pertenecientes al dominio AP2; En azul se indica el motivo LWSY. 
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Figura A-2. Espectros de masas obtenidas mediante MALDI-TOF-TOF para la determinación de la masa molecular 
de las dehidrinas VviDHN2 (A) y VviDHN4 (B) recombinantes mediante un espectrómetro de masas 4800 Plus 
Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, EE.UU.) trabajando en modo reflectrón positivo. El eje de abscisas y de 
ordenadas de los espectros muestra la relación masa/carga (m/z) y la abundancia relativa (%) de los fragmentos peptídicos, 
respectivamente.   
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Tabla A-I. Relación de oligonucleótidos utilizados en la presente memoria. 
 
 
Nombre del gen Nombre del oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido (5'-3') Descripción
DHN1_H225 CGACCAGTATGGAAACCCAG Sentido
DHN1-C578 CATGTCCCCTTCATTTCCAG Antisentido
VD2_SqF CCACAGGAGGAGGTGATTGT Sentido
VD2_SqR CCTCTTCTGCCTTCTTGTGC Antisentido
 VD2u_SqF AGGCTTAATGGAGGGAAGGA Sentido
VD2u_SqR: CTCGCTCGACTGCAAGTTTT Antisentido
CBF2qPCR_5 CCGAGGGTCTGCTTCTTACT Sentido
CBF2qPCR_3 CAATGTGTGAAACTGCATCG Antisentido
CBF3qPCR_5 GCCAGGTTTGATTAACAGCA Sentido
CBF3qPCR_3 ATCCCAACTGAATCCTCCAA Antisentido
VvcCBF4_Fw GACGCCAAGGACATTCAGAAG Sentido
VvcCBF4_Rv CATAACCCCATCATTCTCCATTG Antisentido
VD4_QF_e/e TCCAGCTCGTCTGAGGATGAC Sentido
VD4u_QR TGCTCCTCCTTGTGCTTCC Antisentido
VD4u_sQF TGTTGAGGCTTTGAACTGTGT Sentido
VD4u_QR TGCTCCTCCTTGTGCTTCC Antisentido
Actin1_Fw CTTGCATCCCTCAGCACCTT Sentido
Actin1_Rv TCCTGTGGACAATGGATGGA Antisentido
VvWRKY12_Fw GTGGGAGGGTTAGCACACAG Sentido
VvWRKY12_RV TCATCAACGAAGTCCAATGC Antisentido
VvWRKY14_Fw AGAAAAAGGAAGGCAGAGAGC Sentido
VvWRKY14_Rv ACAATGGAGTCGTTGGGAACT Antisentido
VvWRKY19_Fw CAAGGGAGAAAACCCTAGCC Sentido
VvWRKY19_Rv TTGAACCGTTCCTCTTCTGC Antisentido
VvWRKY28_Fw GAACCAAAGAAGAGCCCAGAG Sentido
VvWRKY28_Rv TCTGCTCTGTTGAAGCTCTGC Antisentido
VvWRKY31_Fw ATGGGTTTTGGAAGCATTTG Sentido
VvWRKY31_Rv AAAAAGACTTCCATTGCTTTTCC Antisentido
VvWRKY33_Fw CCAACTATTTTCCGGTGTCG Sentido
VvWRKY33_Rv TCTCAGCCCCAACTTCAGTC Antisentido
VvWRKY34_Fw GCCAGTGATGAAGATGCAAGT Sentido
VvWRKY34_Rv CAATCCACAATCAGCCATG Antisentido
VvWRKY42_Fw ATGATCAGGAGCTCACCACA Sentido
VvWRKY42_Rv CAGCACTCACAGTTTGGATGA Antisentido
VvWRKY44_Fw CAATAACGCCAACACCACAG Sentido
VvWRKY44_Rv TTCAAAATTTCCAGGGAACTG Antisentido
VvWRKY47_Fw GATGTACCCATCAGGGATGC Sentido
VvWRKY47_Rv ACACATCCAATCGAGAAGCC Antisentido
VvWRKY49_Fw AGGACGAAATCAGAGCTGGA Sentido
VvWRKY49_Rv TGGCAGTCTCCACTTGAACA Antisentido
VvWRKY18_Fw TGCACCTACAGAAACCTCCAC Sentido
VvWRKY18_Rv CTTCATCCGAACGCTGAACT Antisentido
VvWRKY39_Fw TGCTCATCGTCACCTACGAG Sentido
VvWRKY39_Rv AGTTCAGCGTTCGGATGAAG Antisentido
VvWRKY48_Fw AGGAGTGGGCTTGGTGTTC Sentido
VvWRKY48_Rv TTGAGTGAAGAGGTGGTCCC Antisentido
VvWRKY52_Fw CCACAGCCTCAGTATCAGCA Sentido
VvWRKY52_Rv TAACCCCACTTTCCTCCATG Antisentido
Fw_TL1 ACCTCGACTACATCGACATCT Sentido
Rev_TL1 TGTTGCACTGATGGACCTGG Antisentido
Fw_OSMO1 TAATCCTACTTCCAATGGGT Sentido
Rev_OSMO1 CATGCACCGTTTTCAAGACCG Antisentido
Q-Chit1-F GGTGTTGAATGTGGGAAAGG Sentido
Q-Chit1-R TATGGCAACAACCTGGACTG Antisentido
Q-Gluc-F GGATTTGGGACTACGGTTGA Sentido
Q-Gluc-R ATGAGAACAAGAAGGAGCCG Antisentido
Quitinasa
Glucanasa
Osmotina
WRKY33
WRKY34
WRKY42
WRKY44
WRKY47
WRKY49
WRKY 18
WRKY39
WRKY48
WRKY52
Taumatina
VvWRKY12
VvWRKY19
WRKY28
WRKY31
Oligonucleótidos diseñados para análisis por PCR a tiempo real semicuantitativa
VvWRKY14
DHN1 spliced and unspliced
DHN2 spliced
DHN2 unspliced
Oligonucleótidos diseñados para PCR a tiempo real cuantitativa
CBF2
CBF3
CBF4
DHN4 spliced
DHN4 unspliced
Actina
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Nombre del gen Nombre del oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido (5'-3') Descripción
CBF2_Fw CCTGCAATGGACTTGGACCGTGA Sentido
CBF2_Rv GACCAAGAGTTAAGACAGGAAATC Antisentido
CBF3_Fw GTAATGGAATCGGAGCGT Sentido
CBF3_Rv CGCTTAATCATCATTCCACA Antisentido
CBF4_Fw GCCATGAATACTACTTCTC Sentido
CBF4_Rv GCCCAGCTAAATAGAGTAA Antisentido
CBF2_HIS (BamHI) ATCGGATCCATGGACTTGGACCGTGAG Sentido
CBF2_HIS (EcoRI) CCGACGGAATTCTTAAGATAGGAAATCATG Antisentido
CBF3_HIS (XhoI) ATCCTCGAGATGGAATCGGAGCGTGAT Sentido
CBF3_HIS (EcoRI) CCGACGGAATTCTTAATCATCATTCCACAA Antisentido
CBF4_HIS (BamHI) ACGGGATCCATGAATACTACTTCTCCA Sentido
CBF4_HIS (EcoRI) CCGGCAGAATTCCTAAATAGAGTAACT Antisentido
DHN4_Fw_BamHI (BamHI) ATCATCGGATCCATGGCGGATTTGCGGGACGAACA Sentido
DHN4_Rv_EcoRI (EcoRI) TACCTGGCCACCACACCTCCCACTGAGAATTCCGTAAT Antisentido
DHN2_Fw_BamHI (BamHI) ATCATCGGATCCATGGAAGAAGAGCACCACCAT Sentido
DHN2_Rv_EcoRI (EcoRI) AGAAAGAGAAGGATTGTGAATAAGAATTCCGTCGG Antisentido
pTRcHisforward GAGGTATATATTAATGTATCG Sentido
pTRcHisreverse GATTTAATCTGTATCAGG Antisentido
Clonación en PMBL t-vector T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG Sentido
DHN2 spliced
DHN4 spliced
CBF2
CBF3
CBF2
CBF3
CBF4
Oligonucleótidos diseñados para amplificar genes completos
CBF4
Oligonucleótidos diseñados para la obtención de proteínas recombinantes. Los nucleótidos correspondientes a sitos de restricción de enzimas 
(indicadas entre paréntesis) aparecen subrayados
Clonación en pTrcHisA
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Tabla A-II. Identificación de secuencia de péptidos de la isoformas DHN4 y DHN2 (Bandas A, B y C) mediante 
PMF y MALDI-TOF/TOF y búsqueda con el algoritmo MASCOT en la base de datos NCBInr 
 
 
DHN4
16.586,433 16.576,360 1.6576,299 4 100 116 R.ESSSSSSSSEDDGQGGR.R 21
18.147,401 18.137,328 18.137,310 1 100 117 R.ESSSSSSSSEDDGQGGRR.K 13
39.357,480 39.357,407 39.348,219 -21 58 98
K.TTGESHPPTSGHGIADQAV
HGGAPVAAEPAEGGGGEVH
HEK.R
-
DHN2 A
167,614 1166,607 1.166,608 -1 28 37 K.DRGIFDFLGK.K 19
896,454 895,446 895,480 -38 30 37 R.GIFDFLGK.K 32
1.948,931 1947,924 1.947,931 -4 39 54 K.EEEKPQEEVIVTDFEK.V -
2.077,023 2076,016 2.076,026 -5 38 54 K.KEEEKPQEEVIVTDFEK.V 26
2.929,403 2928,394 2.928,449 -18 39 63
K.EEEKPQEEVIVTDFEKVTIS
EPEPK.V 
-
DHN2 B
896,519 895,511 895,480 35 30 37 R.GIFDFLGK.K 41
999,566 998,559 998,528 30 55 63 K.VTISEPEPK.V -
1.167,634 1166,627 1.166,608 16 28 37 K.DRGIFDFLGK.K 28
1.948,930 1947,923 1.947,931 -4 39 54 K.EEEKPQEEVIVTDFEK.V 6
2.077,026 2076,019 2.076,026 -3 38 54 K.KEEEKPQEEVIVTDFEK.V 24
2.929,483 2928,475 2.928,449 9 39 63
K.EEEKPQEEVIVTDFEKVTIS
EPEPK.V 
-
DHN2 C
896,482 895,475 895,480 -6 30 37 R.GIFDFLGK.K  45
936,519 935,511 935,519 -8 140 147 K.EKLPGQHK.K -
999,535 998,527 998,528 -1 55 63 K.VTISEPEPK.V -
1.024,579 1023,572 1.023,575 -4 30 38 R.GIFDFLGKK.E -
1.068,543 1067,536 1.067,576 -38 185 193 K.EKLPGYHPK.T -
1.167,617 1166,610 1.166,608 1 2 37 K.DRGIFDFLGK.K 44
1.948,935 1947,927 1.947,931 -2 39 54 K.EEEKPQEEVIVTDFEK.V 9
2.077,030 2076,023 2.076,026 -2 38 54 K.KEEEKPQEEVIVTDFEK.V 26
2.929,440 2928,432 2.928,449 -6 39 63
K.EEEKPQEEVIVTDFEKVTIS
EPEPK.V
4
Secuencia del péptido
MASCOT  
score
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observada
Masa 
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Masa 
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Delta
Inicio de 
secuencia
Final de 
secuencia
Secuencia del péptido
MASCOT  
score
Masa 
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Masa 
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Masa 
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Delta
Inicio de 
secuencia
Final de 
secuencia
Secuencia del péptido
MASCOT  
score
Masa 
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secuencia
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observada
Masa 
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Masa 
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Delta
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Final de 
secuencia
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MASCOT  
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La aplicación de altos niveles de CO  como 
tratamiento coadyuvante a las bajas temperaturas 
es eficaz en el mantenimiento de la calidad 
postcosecha de uva de mesa Vitis vinifera L. cv. 
Autumn Royal, a través del incremento en la 
expresión génica y la acumulación de dehidrinas y 
taumatinas, regulado por factores de transcripción 
de las familias CBF/DREB y WRKY 
respectivamente, así como de la acumulación de 
osmolitos crioprotectores eficaces en el 
mantenimiento de la homeostasis celular durante 
la conservación a bajas temperaturas.
